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１．研究の背景  
 
バイオフィルム（biofilm）は微生物と微生物が分泌する細胞多糖（EPS: Extracellular 
polysaccharides）から構成される集合体であり、多くの場合は細菌によって形成され、
細菌の生活形の１つとも見なされている。バイオフィルムは固体表面と水が接している環
境であれば、自然環境と人工環境を問わずに存在する。自然環境ではバイオフィルムは複
数種類の微生物から構成されるミッツクスバイオフィルム(mixed biofilm)として存在して
いる（Ghannoum and O'Toole, 2004; 濱崎・木暮, 2015）。   
 バイオフィルムを構成する集合体付着生活形の細菌は細胞周囲に細胞外多糖を有してい
る。このために同種の浮遊生活形の細菌と比較して、バイオフィルムを構成する細菌は環
境変動の流動、干出、浸透、水質変化等に対する耐性が強い。バイオフィルム内部では細
菌の細胞が非常に密に隣接しているために、クオラムセシング（Quorum sensing: 密度依
存的遺伝子制御機構）などの細胞間情報伝達と集団的な遺伝子発現が起こりうるとされて
いる（日本微生物生態学会バイオフィルム研究部会, 2005）。栄養の乏しい天然環境に生
育する天然バイオフィルム（environmental biofilm）はバイオフィルム内部に通水チャ
ネル（water canal） を有していることがあり、その場合にはバイオフィルム内部での物
質の透過と伝達は非常に早いといわれる（Ghannoum and O'Toole, 2004; 濱崎・木暮, 
2015）。バイオフィルムバクテリア（biofilm bacteria）の新しい基盤への付着とバイオ
フィルム形成は、1) 有機物沈着によるコンディショニング・フィルム（Conditioning 
Film）の形成、2) バイオフィルムバクテリアの定着、3) EPS形成を伴うバイオフィルム
形成、の順序で行われる（日本微生物生態学会バイオフィルム研究部会, 2005）。 バイオ
フィルムは沿岸、河口域の底質（図 1.1）でよく見いだされる他、河川、温泉、深海熱水
孔の近縁、土壌にも観察される（森崎ら, 1998）。大地震時に浅海と深海の海底でバイオ
フィルム形成が観察された例もある（図 1.2）。また、動植物の体表面や体内にもバイオフ
ィルムは存在している。人工物では、配管内部、金属・コンクリートなど構造物、食品な
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どの表面にバイオフィルムが存在することが知られている（森崎ら, 1998）。バイオフィ
ルムは人間生活にマイナスとプラスの両方の働きをしている。 バイオフィルムのマイナ
ス面の働きとして、医学分野では、薬剤耐性増大、医療器具等汚濁、歯疾患等などの深刻
な問題につながる要因と考えられており、そのような観点からバイオフィルムが研究され
ている(松山, 1999)。バイオフィルムのプラス面では、百年以前から水処理技術の１つで
ある「ろ床法」としてのバイオフィルム利用などがある。細菌の吸着作用を利用した鉱物
等の選別、廃棄物処理、汚濁底質改良（バイオレメディエーション, bioremediation）に
もバイオフィルムは用いられている。農業においては、バイオフィルムは土壌改良等への
利用が研究されている。近年は微生物燃料電池や消化管内細菌系と関連したバイオフィル
ムの研究も進展している(岡部, 2012、濱崎・木暮, 2015)。バイオフィルムは 17世紀に
顕微鏡が発明された直後に、レーウェンフックにより歯垢から観察記録された（日本微生
物学会、2014）。その後は、長くバイオフィルムの分離と培養が困難であっため、バイオ
フィルムを構成する細菌は生きているが培養できない細菌、viable but nonculturable、
（VBNC）と見なされることもあった（Colwell and Grimes, 2000）。しかし、1990年以降
には細菌の分子生物学、分析機器、顕微鏡等の技術（共焦点レーザー顕微鏡、原子間顕微
鏡、電子顕微鏡、低温度スキャン電子蛍光顕微鏡、フェーリ変換分光計等）の進展によ
り、バイオフィルム研究は急速に進んでいる（Dech, 2000）。 
 海底に存在する細菌は底質の泥、砂の無機物や有機物等の表面に付着するとともに、底
質の粒子等の間の間隙水中にも存在する。ミックスバイオフィルムは海底表面のみなら
ず、堆積物や底質の土壌粒子の間に付着して存在することもある（Boudreu and 
Jorgensen, 2001）。このように、底質に存在するミックスバイオフィルムを本研究ではセ
ディメントミックスバイオフィルム（sediment meixed biofilm）と呼ぶことにする。セ
ディメントミックスバイオフィルムは砂や泥の接着を高め、干潟や海底基盤の物理的安定
に寄与することもある（原田ら, 2010）。 しかしながら、底質から複数種類の細菌の集合
体としての細菌群叢の分離と培養は行われていない。このために、沿岸、河口域の底質に
  
 
 3  
 
存在するセディメントミックスバイオフィルムの機能は不明な点が多い。底質試料はクラ
ブサンプラーやコアラーを使用して底質から採取され、サンプルは研究室で除菌海水を用
いて懸濁される。超音波またはホモジナイザー処理により、懸濁液の細菌は土壌粒子から
分散される。この懸濁液を再度ブレンダ－で撹拌し堆積物中の細菌の希釈懸濁液が得られ
る。この方法で得られた希釈懸濁液から堆積物中の細菌の直接的な顕微鏡の計数や単離培
養が行われている。また希釈懸濁液を用いて DNAシーケン解析法により、底質細菌群集の
構成種類が明らかにされている。（田中ら, 2011）。  
単一種類の細菌で構成されるバイオフィルムの培養については、上記の底質細菌と同じ
くサンプルを超音波振動またはホモジナイザーで粉砕し、底質から分離した抽出液を用い
て、細菌の単離と培養が行われる。単離した培養株からのバイオフィルム形成は、マイク
ロタイタ―プレートによる静置培養（Microtiter-plate culture; O`Toole and Kolter, 
1998)、または流水条件の微小溝チェンバーFlow chamberによる顕微鏡下の培養（Flow 
chamber culture; Wolfarrdt et al., 1994）などの方法で行われている。この様にバイ
オフィルムの細菌についての現在の研究では、天然サンプルの細菌が、それぞれ単離培養
されるために、複数種から構成されるミックスバイオフィルムの培養研究は乏しい。天然
のミックスバイオフィルムについては、最近、病因細菌のバイオフィルムにおける細菌間
の共生についての研究（Wolfarrdt et al., 1994）、温泉域や熱噴出域の極限環境のミッ
クスバイオフィルムのコミニュテイの解析（Kubo et al. 2011）等の例がある。 
沿岸域の海底は陸上由来と海洋で生産された多量の有機物が蓄積され、海底表面は多彩
な微生物の代謝活動により有機物の分解と無機化が活発に生じる場所である（Fenchel et 
al., 2012; Boudreu and Jorgensen, 2001）。堆積物表面と直上水との界面を中心とする、
ある幅を持った領域は、水流の底面との摩擦により流速が変化することなどの影響を受け
ており、その領域の上部の水柱や、下部の堆積物内部と異って、狭い領域内で物理・化
学・生物的な強い環境勾配が見られる。海底直上の領域は一般に海底境界層（the 
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benthic boundary layer）と呼ばれる（Ghannoum and O'Toole, 2004; 小池, 2000）が、
本研究では堆積物表面直下の領域も含め、底部境界層と呼ぶことにする。 
海洋は海水に高濃度の硫酸イオンを含むため、親生元素である硫黄の莫大な蓄積場であ
る。特に浅海域では堆積物に存在する細菌による硫黄化合物の還元は活発であり、多様な
硫黄細菌類の活動は、海洋や底質の環境に大きく影響する（Gemerden, 1993; Rickard, 
2012）。しかし、底部境界で多く観察されているバイオフィルムが、底部境界の環境、特
に底部境界の硫黄サイクル等の化学環境へ、どの様な働きをしているかは明らかではな
い。 
底部境界層の硫化物と底部境界のバイオフィルム 
 岩礁域を除く沿岸の多くは砂や泥を含む水分を有する底質（aquatic sediments）
（Boudreu, 1997）であり、その底面は陸上や海域の由来の有機物が多く堆積しているの
が特徴である。この底質の表面堆積物には 10９/cm3の細菌が生活しており（Fenchel et 
al., 2012）、このために水分を有する底質の底部境界域では細菌による物質分解と生物生
産が多様に活発に行われている。特に、底質表面では硫酸還元細菌が非常に多く存在し
（Fenchel et al., 2012）、海水域の堆積物内では硫黄の還元が最も優勢であり、汽水域
と塩水域ではガス状硫化水素が大気や水中へ多く排出している。この硫黄の還元活動は海
水中や地中の硫化物と酸素濃度の変化により変化し、沿岸底層の化学環境を大きくコント
ロールしている。 海洋および陸水では有酸素域から無酸素域の領域までは、有酸素域
（Oxic）− 有酸素・無酸素移行域（Oxic−Anoxic Transition）− 無酸素域（Anoxic）
と分類している。底質は有酸素域（Oxic）− 亜酸素域（Suboxic）− 無酸素域
（Anoxic）と分類している。酸素と硫化物の混在する不全状態（dysoxic condition）領
域の名称は、有酸素・無酸素移行域（海洋、陸水）と亜酸素域（底質）と異なる。硫化物
のみの領域は “euxinic sediment”、反対に酸素のみの領域では“fully oxic”の術語
が使用される。   
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 硫黄元素は－2から＋6の価数を有し、硫黄を含む無機化合物と有機化合物は非常に多く
の種類がある。硫黄化合物は好気的環境における酸素と同じく電子受容体であり、還元環境
では Feと容易に反応する。硫黄の地球化学サイクルは、他の親生元素である炭素 C、窒素
N、リン P と比較して非常に複雑である（Howarth et al., 1992）。海水には淡水よりもは
るかに高い約 28mM濃度の硫酸イオンが含まれている。海洋は、硫黄の地球化学サイクにお
ける大きな貯蔵場所であるために、特に沿岸の底質と海水の硫黄サイクルの解明は地球化
学と沿岸環境を理解するうえに重要である（畑, 1974）。硫化水素は好気生物に毒性を示し、
その生息域を制限している。一方、硫化水素濃度は、嫌気環境をコントロールする。酸揮発
性硫化物（AVS; Acid-volatile sulfide）は堆積物に酸を加えることによって発生する酸揮
発性のイオウ量を硫化水素として定量した値で、Berner (1964）によって定義された実験操
作上の分析値である。AVSとして測定される硫化物種類は HS－、H2S、FeS、Fe3S4である(Rickard 
and Morse, 2005; Meysman and Middelburg, 2005)。FeS2は溶解度積が高いために硫化物
AVS には含まれず、FeS2はクロム硫酸の溶解により別に測定される（寒川・日色, 1996）。
酸揮発性硫化物の硫黄量（AVS-S)は、検知管式ガス測定器（JIS K 0804）のガステック法に
より簡易に再現性が高く測定できる。このために、この測定方法は浅海の底質調査に広く使
用されている（(笠原ら, 2012）。海水中の AVSは堆積物中の AVSと異なり、粒状物は非常に
少なく、ろ過された海水の AVS には溶存硫化物である H2S、HS－、FeHS＋、FeS cluster (FeS
残渣物)、硫化イオン-ナノ粒子（Ion sulfide nanoparticles）が含まれている（Rickard and 
Morse, 2005）。海水中の H2S, HS－, SOの存在比は海水の pHに支配されている。また海水中
には鉄分は非常に少ないために、還元状態の海水中では、ほとんどの AVSは H2Sと HS－と考
えられる（寒川・日色, 1996）。 
底質の基盤と上部の水相あるいは気相との境界域には、バイオフィルムを含む微生物群
叢のマット（バイオマット、microbial mat）が付着生育していることがある（Fenchel 
et al., 2012）。バイオマットは、時間的および空間的な変動が大きい、複数の微生物で
構成される複合的生態系である。バイオマットは干潟、砂浜などの浅海域底質表面、およ
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び湖沼底質表面、河川底、温泉、深海の熱水域等で見いだされている。近年、微小電極法
による酸素と硫化物等の化学物質の微小分布解析と遺伝子解析による微生物種組成解明の
併用により、バイオマットを有する河口、砂浜等の堆積物の微細環境について詳細な解析
がなされている（Kühl and Jørgensen, 1992)。こうした研究の結果、細菌と珪藻を有す
るバイオマットが、底質表面の酸素、窒素化合物、硫黄化合物の循環をコントロールして
生物地球化学的サイクルに大きく寄与することなどが指摘されている（Canfield et al., 
2005）。 しかし、底質表層に存在するバイオフィルムや、バイオフィルムがさらに重層
化、複合化したバイオマットが底部境界層の物質循環においてどのように働いているかに
ついては不明な点が多くある。これまでセディメントミッツクスバイオフィルムと硫化物
の挙動についての研究は多くない。 
Jørgensen (1974)は放射性硫黄同位体を用いた砂浜底質のモデル試験より、砂浜の硫黄
サイクルを詳細に解析した。彼は海水を含んだ小型水槽に砂を入れて、その砂上に海草を
置いて、暴風後の砂浜の室内実験モデルとした。約 70日間の試験期間中に、実験開始時
に各深度の砂中に添加した放射性硫黄同位体で標識した硫酸から生成した硫化物を取り出
し、それを用いて算出した硫酸還元量から各層における硫化物の存在量を求めて砂浜の硫
黄サイクルを推定した。その結果、底質 10㎝以浅の表層領域での硫酸還元活性は、それ
より深い領域の 10倍以上の活性を示し、堆積物表面から近い領域で硫黄還元化が活発に
行われていることを見いだした。この時、硫化物の一部は底質表面より下部の水中に蓄積
されるが、多くの硫化物は底質表面から上部へ拡散することを見いだした。この試験の終
了時に、複数種の硫黄細菌類から構成するバイオフィルムが海草表面に育成しているのを
観察し、バイオフィルムと地球化学の硫黄サイクルの関連に始めて注目した。その後、こ
のような培養試験系による底部境界層のバイオフィルムと硫黄サイクルの研究はほとんど
行われていない。 
 海水域の底部境界層の硫黄サイクルにおける、栄養、水温、溶存酸素等の変動要因の解
析は重要であるにもかかわらず、不明点が多い（Jørgensen, 1974）。特に、沿岸の底層水
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における硫化物生成メカニズムについては、次の 3つのメカニズムが推定されている。す
なわち、①有機物分解における酸素消費による底層水無酸素化に伴う硫化物生成、②底質
に含まれる有機物分解に伴い底質中で生成した硫化物からの底層水への硫化物の移動と蓄
積、③底質表面の細菌と有機物により底面付近で生成した硫化物の底層水への移動蓄積、
である。沿岸の底層水の無酸素化は多くの水棲生物の分布を制限するために、無酸素水塊
の形成について多く研究されている。しかし、潮汐や干出を伴う沿岸底部の環境は非常に
複雑であり、硫化水素と容易に結合する鉄イオンの底質中の存在や生物攪乱等により、現
場観測からの硫化水素生成と酸素消費等の解析は困難を伴う。このために底部境界層のモ
デル試験培養系を作成して、微生物を含む培養系を用いて実験室内で研究を行うことが非
常に重要と考える。 
本研究はバイオフィルムを有する底部境界モデル培養系を作成して実験を行い、底部境
界層の硫化物と溶存酸素等の動態を検討した。 
有孔虫石灰岩粉末（商品名フィッシュグリーン，富山県高岡市、通称名：貝化石粉末）
は海水魚類の仔稚魚飼育の生残を高めるために、仔稚魚の量産飼育を行う栽培漁業センタ
ーで 1990年ごろから使用されている。この有孔虫石灰岩粉末の飼育水への添加により、
飼育環境が保持され、良好な仔稚魚の生残を得ている（本藤ら, 2004; 鈴木ら, 2008）。
しかし、この有孔虫石灰岩粉末の飼育水への添加が、仔稚魚の飼育に有効な理由は長く不
明であった。筆者は 2003年 6月に南伊豆栽培センターにおいて、有孔虫石灰岩粉末を添
加しているトラフグ稚仔魚の屋内飼育水槽の堆積物表面がバイオフィルムに覆われている
のを観察した(Iijima et al., 2009）(図 1.3)。この水槽底のバイオフィルム生育から、
培養が困難とされていたバイオフィルム培養と底面バイオフィルムの飼育水への影響を検
討できる可能性が示唆された。そのため、この飼育水槽の底部環境を模して、バイオフィ
ルムを有する堆積物からのバイオフィルムの分離・再構成を行うことと、固相底面のバイ
オフィルム培養を試みる研究に取り組みはじめた。本研究は 2003〜2005年の期間は南伊
豆栽培漁業センターにおいて、2009〜2017年の期間は東京海洋大学において行った。  
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（a）塩水池のバイオフィルム（百島栽培漁業センター、尾道；石橋撮影）   
 
 
 
 
 
 
 
（b）小河口域のバイオフィルム（ナチャン海岸、ベトナム；石橋撮影） 
 
 
 
 
 
（c）潮間帯の砂を覆うバイオフィルム（スケールは 50μｍ；Krumbein, 2001） 
 
図 1.1  底質表面のバイオフィルム 
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（a）震災直後 2011.5 の気仙沼・舞根湾の海底バイオフィルム 
(水深 20ｍ ; 鳥取環境大学吉永郁生教授、私信) 
 
 
 
 
 
 
 
（b）2回目の緊急地震速報により漂流中の「しんかい 6500」が撮影した微生物マット 
 （水深 3200ｍ；海洋研究開発機構高井研研究室ホームページ） 
 
図 1.2  大地震直後の海底表面のバイオフィルム 
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（a）飼育水槽(南伊豆栽培センター）      （b）飼育水槽堆積物表面のバイオフィルム 
 
                                                                              
 
 
 
 
（c）セディメント・トラップ試料（29日間設置） 
 
         （d）セディメント・トラップ試料の模式図 
 
                 図 1.3  飼育水槽堆積物表面のバイオフィルム 
(南伊豆栽培漁業センター、2002年 6月) 
  
 
 
    第 3 回サンプル 
コロイド状バイオフィルム 
糸状細菌、原生動物 
無生物相 
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２．セディメントミックスバイオフィルムの再構成と培養 
 
 複数種類の細菌から構成されるミックスバイオフィルムは単一種バイオフィルムと較
べ、異なる細菌種類が密に接して生活しているために機能が多様化していることが報告さ
れている（Elias and Banin, 2012）。 
特に天然の底質にみられるミックスバイオフィルムについては、細菌を底質の砂や泥と
分離するために、超音波やホモジナイザーでバイオフィルムを含むサンプルを粉砕する必
要があり、一部の細菌がその操作による損傷を受ける可能性がある。また、こうして分離
した微生物集団を培養する適切な方法も知られていない。このために、天然の底質に存在
するミックスバイオフィルムについて、実験室内での培養による研究も知られていない。
天然に生育する状態のミックスバイオフィルムが実験室内で構成し、培養することができ
れば、ミックスバイオフィルムの機能の研究が大きく進展すると考えられる。 
現在、単一種の細菌が形成するバイオフィルム培養は、以下の二つの方法による研究例
がある。 すなわち、ＭＴＰによる静置培養（O'Toole and Kolter, 1998）と、流水条件
下での微小溝チェンバーによる培養（Wolfarrdt et al., 1994）である。これらの方法
は、いずれもガラス管やガラススライド等の、固相の基盤上でバイオフィルムが培養され
ている。一方、水処理等では大量のバイオフィルムを人工的の管理する必要があるが、技
術的には未だ不安定である（岡部, 2012）。第 1章で述べた様に、天然の底質は固相基盤
のみでなく、間隙に水分を含む砂、泥等の底質（Aquatic sediments）の方が一般的で、
こうした水分を含む底質の上にもバイオフィルムが見られる。水分を含む底質のミックス
バイオフィルムについても、実験室での培養系による研究が可能になれば、沿岸環境を理
解する上で、大きく役立つと考えられる。 
 
２．１ 飼育水槽底面バイオフィルムの再現 
目的および方法 
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 堆積物表面にバイオフィルムの見られた南伊豆栽培センターの飼育水槽の底部環境を模
倣し、実験室内で同様のバイオフィルムを再現することを目的として、以下の試験を行っ
た。この飼育水槽では、飼育水の中間の深さにエアーストンが垂下されていたため、底層
水の流動はほとんどなかった。それにもかかわらず、水槽の底層水には飽和度 70 %以上の
酸素が溶存していた。このため、溶存酸素を保持しつつ、海水の流動が無い実験系を作成
した。最初は、ろ過海水を流入、流出させて通水している 500L容の水槽の底部に、500ｍ
L のビーカーを設置する実験系を作成した（図 2.1）。このビーカーの底面に、飼育水槽底
面からスコップにより採取したミックスバイオフィルムを有する堆積物、稚仔魚に与えて
いる魚類初期用配合飼料（アンブローズ 400、日本配合飼料［現在は Feeds One］製、 粒
径 420〜650 µm、表 2.1）、有孔虫石灰岩粉末（Foraminiferal limestone; 商品名フィッ
シュグリーン，（株)グリーン・カルチュア、富山県高岡市、平均粒径 70 µm、表 2.2）の 3
種類を置き、バイオフィルムの再現を試みた。その後、試験を容易に行うために、ガラス
小型水槽（底面 18 X 31 cm、高さ 24 cm) と 100 mL容のガラスビーカーを用いてスケー
ルダウンした実験系を作成した。水槽内に、多数の孔（直径約 3 mm）のあるプラスチック
円柱管（長さ 12 cm、 直径 5 cm）を鉛直に設置し、その内側の水面下７cmの位置にエア
ーストーン（直径 3 cm）を垂下して通気し、水の動きを防止しつつ、溶存酸素を供給する
系とした（図 2.2）。通気はエアーポンプ（O3 PROOF 202、 アデックス社）を使用した。
飼育水槽底面からスコップにより採取したミックスバイオフィルムを有する堆積物 100 
mg/cm2 (重量/ビーカー底面積)と魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2と有孔虫石灰岩粉末 5 
mg/cm2の 3種類を海水を含む 100 mL容ビーカー底面（底面積 24 cm2）に置き拡げた。こ
のビーカーを上記の小型水槽の底面に置き試験した (図 2.2)。水温は 22 ℃に保った。 
結果 
 500L容水槽、小型水槽の実験共に、培養開始直後から堆積物の直上水は懸濁し、培養開
始後 5日から 7 日にそれぞれのビーカーの底面の堆積物表面にポリマー状バフィルムが形
成された。図 2.3に小型水槽についてバイオフィルム形成過程についての写真を示した。
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バイオフィルムが形成された時、ビーカー内の水は透明となった。以上のように、水槽底
面の堆積物表面と同様に、小型水槽内のビーカーに置いた堆積物の表面に、セディメント
ミックスバイオフィルムを再現することが可能となった。 
 
２．２ 液体表面バイオフィルムの形成  
a） バイオフィルムを有する堆積物からの液体表面バイオフィルムの構成  
目的および方法  
以上のような栽培漁業センターの飼育環境における水槽底面バイオフィルムの再現が、
自然水域の底質で見られるバイオフィルムでも実施可能かどうかを検討した。検討にあた
り、堆積物とバイオフィルムが混合した状態ではなく、バイオフィルムのみを再現できる
方法を模索することとした。栽培漁業センターにおける実験で、偶然に培養液の表面にバ
イオフィルムが形成されることがあり、気相と液相の界面にバクテリアが形成することが
知られている液体表面バイオフィルムと考えられた。このことから静置培養法により液体
表面バイオフィルムを形成させることで、堆積物から分離した状態のバイオフィルムを得
ることができると考えて、試験を行った。 
バイオフィルムバクテリアの試料は、水槽の堆積物と天然の底質の両者から得た。水槽
の堆積物は、独立法人日本栽培漁業協会南伊豆栽培漁業センター（現在：国立研究開発法
人 水産研究・教育機構南伊豆栽培漁業センター、静岡県南伊豆町、34˚36’43”N, 138˚
50’55”E）の 20 ｍ３容コンクリート製水槽の底面からバイオフィルムを有する堆積物を
剥離して採集を行い、南伊豆栽培漁業センターの屋内実験室で試験した。天然の底質試料
は以下の 4地点から採取した(図 2.4)。東京都港区の天王洲橋下の運河床（35˚37’24”N, 
139˚44’42”E、）、東京都大田区の大井海浜公園の地先の運河床（35˚35’19”N, 139˚
44’58”E）、神奈川県鎌倉市の七里ヶ浜砂浜の汀線（35˚18’9”N, 139˚31’26”E）の 3
か所では、大潮干潮時に透明アクリル円柱管（長さ 20 ㎝、内径 3 cm）を水深 10cmの底
質表面から突き刺して底質試料を採取した。また東京湾羽田沖（F3、35˚30’42”N, 139˚
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49’48”E）の水深約 30 m から、エクマンバージ採泥器（離合社製）により海底堆積物を
採取した。採取した底質試料は海水と共に容器の両端を密封して東京海洋大学の実験室へ
持ち帰り試験に供した。 
  堆積物と底質からのバイオフィルムの再構成は、気相と液相の界面にバクテリアが形
成する液体表面バイオフィルムを形成させる静置培養法により行った（図 2.5）。バクテリ
アの栄養物として前述の魚類初期用配合飼料、バイオフィルム形成を促進する添加物とし
て前述の有孔虫石灰岩粉末、の両者を使用した。培養に使用した海水の塩分は 15 psu以
上、室内照度は 6.8 µEm–2 S–1 以下であった。バイオフィルム量は、バイオフィルムの体積
として Packed Cell Volume（PCV）を用い、必要に応じて湿重量（wet weight）を測定し
た。前者は体積計測後にバイオフィルムを培養に再利用できる利点があるが、微小量の計
測には不向きである。湿重量は感度が高い測定が可能であるが、測定後の培養は困難であ
る。PCVは、ポリマー状の液体表面バイオフィルムを 10 ml容のメモリ付スピッ管に掬い
入れ、遠心分離機（国産遠心機株製、H107）で 3分間、1分間に 2000回転した後に、体積
を求めた。また、湿重量は以下の方法で求めた。ポリマー状の液体表面バイオフィルムを
ナイロンメッシュ（5 x 5 cm、目合い 50 µm、 NYTAL DIN1 10-50、Sefar Inc.) に、移
し載せてメッシュの下から吸水紙でポリマーの表面の水分を吸水した。精密天秤で質量測
定を繰り返し、ほぼ一定に達した測定値をバイオフィルム湿重量とした。水質は以下の方
法を用いて測定した。水中の酸揮発性硫化物（Acid Volatile Sulfides; AVS）、すなわち
酸性条件で硫化物として揮発する硫黄化合物の総量（主に硫化水素、硫化水素イオンと、
その他の硫化物イオン、およおよび黄鉄鉱［pyrite］を除く硫化鉄)（Samukawa and 
Hiiro, 1996; David, 2005）は、検知管法 (ヘドロテック-S330、ガステック社製)（管原
ら, 2012)）により測定した。以下、本論文では、この方法で測定した揮発性硫化物を単
に硫化物と呼ぶ。溶存酸素(以下、本論文では DOとする)は、溶存酸素計(YSI-55, YSI社
製)により測定した。酸化還元電位（以下、本論文では ORPとする）は、酸化還元電位計
（RM-12P, 東亜電気）により測定した。 
  
 
 15  
 
微生物については、目視観察と光学顕微鏡観察（オリンパス MO21、 オリンパス社製）
を行った。培養水中のバクテリア密度の指標として、分光光度計（島津製作所、UV160）
により 660 nm吸光度（1 cmセル使用）を測定した（以下、この値を本論文では OD660と
表記、ODは Optical Density の略である）。 
 底質から採取したバイオフィルムを含む堆積物 100 mg/cm2 （重量／ビーカー底面
積）、有孔虫石灰岩粉末 5 mg/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2、の 3種類を 100 mL容
ガラスビーカーの底面に置き拡げた。ろ過海水 80 mLをビーカーへ加えた。蒸発を防ぐた
めにポリ塩化ビニリデンフィルム（クレハ、東京）で容器表面を覆い、これを室温 22 ℃
の机上に静置して、培養を行った（図 2.5 c)。 
結果 
飼育水槽底面の底質を用いて培養を行ったところ、培養開始後に底面直上の水は懸濁し
た。培養開始 4日後にビーカーの液体の表面に細菌被膜のポリマー状の液体表面バイオフ
ィルムの形成を観察した（図 2.5 a)。この液体表面バイオフィルムの形成により、バイオ
フィルムを構成する細菌群叢が堆積物から分離して液体表面に再構成できたと推察した。
自然水域の４か所（天王洲橋下の川床、七里ヶ浜砂浜の汀線、大井海浜公園の地先の川
床、東京湾内湾底部）から採取した底質を用い、同様な手法により培養を行った。その結
果、これらの底質試料からも同様な液体表面バイオフィルムが形成され（図 2.5 b）、バイ
オフィルムを構成する細菌種類の少なくとも一部を底質から分離して再構成することがで
きた。底質から分離したポリマー状の液体表面バイオフィルム（PCV 0.5〜0.6 mL）を試
験管に取り、20 mLのろ過海水を加えた。これをゴム付 5 mLピペットにより 20 回以上の
ピペッティングで破砕し、ミックスバイオフィルムの縣濁した破砕物を作成した。この破
砕したバイオフィルムと魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末を海水を入れたビーカー
底面に置き培養したところ、液体の表面に液体表面バイオフィルムが再度形成した。 
ｂ） 液体表面バイオフィルムの形成と栄養  
目的および方法 
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以上の方法で得られた液体表面バイオフィルムの形成過程と添加した栄養量の関係を調
べるため、以下の実験を行った。４つの異なる量の魚類初期用配合飼料 5、10、15、25 
mg/cm2 （重量/プラスチック容器底面積）と、天王洲橋下の川床から採取した底質 100 
mg/cm2と有孔虫石灰岩粉末 3 mg/cm2を、それぞれ、ろ過海水 80 mLを入れた 220 mL容円
錐台形の透明プラスチック容器の底面に置き拡げた。ろ過海水は東京湾内湾の表層から採
水した海水をフィルター用マット（観賞魚用高級ろ過材、マット工房、東京）で、ろ過し
て使用した。これらの容器を 20 ℃の室内に静置して培養を行った（図 2.5 c)。培養開始
後の数日毎に、各々の容器の液体表面に形成されたポリマー膜を目視と顕微鏡で観察し
た。培養容器の液体表面（海水 80 mL時の液体表面積 32.3㎝２）へ形成された液体表面バ
イオフィルムのポリマー膜をそれぞれ掬い取り、形成したバイオフィルムの PCVを求めた
（図 2.7)。 
結果  
魚類初期用配合飼料 5 mg/cm2の培養では、液体表面バイオフィルムのポリマー膜の形成
量は PCVとして 0.01 mL以下であり測定できなかった。魚類初期用配合飼料 10〜25 
mg/cm2の培養では、培養開始後 4日の液体表面に PCVとして 0.03 〜0.05 mL の非常に薄
い流動性のある膜が形成され、膜の厚さは 12μmであった（図 2.6 a)。培養開始後７日に
ポリマー膜は流動性を無くしたが弾性を有しており、PCV は 0.5〜0.6mL、厚さは約 190μ
m となった。（図 2.6 b)。この期間に膜の厚さは約 15倍増した。魚類初期用配合飼料の量
が 5〜15 mg/cm2では培養開始後約 10 日に表面が湿った膜を形成しバイオフィルム量は増
加した（図 2.8）。しかし、栄養量が 25 mg/cm2の培養では、培養開始後９ 日には表面の
水分の枯渇した膜となった。この表面の枯渇した被膜は割れ易く、液表面からの掬い取り
が困難であった（図 2.6 c)。 
ｃ） 液体表面バイオフィルムの形成量と栄養量  
目的および方法 
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同じく液体表面バイオフィルムの形成量と添加した栄養量の関係を調べるため、以下の
実験を行った。５つの異なる量の魚類初期用配合飼料、0、3、5、15、25 mg/cm2 （重量／
プラスチック容器底面積）と天王洲橋下の川床から採取した底質 100 mg/cm2と有孔虫石灰
岩粉末 3 mg/cm2を、ろ過海水 80 mLを入れた複数の 100 mL容の円錐台形の透明プラスチ
ック容器の底面に置き拡げた。これを前記と同様に静置培養を行い、培養開始後 7日のそ
れぞれの液体表面バイオフィルムの湿重量を測定した。 
結果 
栄養量が 3〜15 mg/cm2の間では、栄養量の増加とともに液体表面バイオフィルムの湿重
量は増した（図 2.9）。栄養量が 15 mg/cm2の培養では液体表面バイオフィルムの湿重量
は、栄養量 5 mg/cm2の培養で形成した液体表面バイオフィルムの約 2倍の湿重量であっ
た。しかし、栄養量 15 mg/cm2の培養と 25 mg/cm2の培養では形成された液体表面バイオフ
ィルムの湿重量はほとんど同じであった（図 2.10)。さらに 30 mg/cm2以上の栄養量を底
質および有孔虫石灰岩粉末とともにビーカー底面へ置き拡げた時には、培養開始後に魚類
初期用配合飼料の一部は底面より上方へ拡散し、水槽の水表面に浮遊するか容器の周囲に
散乱した。栄養量が 25 mg/cm2以下では、この培養直後の魚類初期用配合飼料の底面から
上方への拡散は目視されなかった。 
ｄ） 液体表面バイオフィルムの形成量と比重 
目的および方法  
液体表面バイオフィルムの比重と栄養量の関係を調べた。4つの異なる栄養量 5、10、
15、20 mg/cm2 (重量/プラスチック容器底面積)と同一量の液体表面バイオフィルムの破砕
および同一量の有孔虫石灰岩粉末を 80 mL の海水を入れた複数のビーカー底面に置き拡
げ、水温 20 ℃で７日間の培養を行った。それぞれの容器の表面に形成した液体表面バイ
オフィルムを掬い取り±１mLのメモリ付試験管にて PCVを求めた。その後に精度 1 mgの
精密天秤によりバイオフィルムの湿重量を測定し、両者から液体表面バイオフィルムの比
重を求めた。 
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結果 
バイオフィルムの比重は栄養量の増加とともに直線的に増し、Y=0.0164x+0.4
（R2=0.9859）の相関が見られた。バイオフィルムの容量は栄養量とともに曲線的に増した
（図 2.11）。栄養量 5 mg/cm2と 20 mg/cm2ではバイオフィルム容量の差は 1.79 倍であり、
比重の差は 1.53倍であった。栄養量が少ないほど形成された液体表面バイオフィルムの
粘性は高く、栄養量が多いほど粘性は失われていた。栄養量により形成された液体表面バ
イオフィルムの比重が異なっていたことから、バイオフィルム内部の密度の違いが推察さ
れた。 
ｅ） 底質量と液体表面バイオフィルムの形成量 
目的および方法  
次に底質の量と液体表面バイオフィルムの形成量の関係を調べた。ビーカー底面に、2
つの異なる底質量、10 mg/cm2（重量／シャーレ底面積）と 100 mg/cm2を用いた実験を行
った。魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末はこれまでの実験と同量である。これらを
80 mLの海水を入れたビーカー底面に置き拡げ、それぞれ３つの培養を行った。培養開始
後７日の液体表面バイオフィルムを掬い取り、前記と同じ方法でバイオフィルムの湿重量
を求めた。 
結果 
底質量 10㎎/cm2の実験でのバイオフィルム形成量は 33±0.1㎎であり、底質量 100 ㎎
/cm2の実験での形成量は 88±26.2  ㎎であった(図 2.12)。底質量は 10倍の差異があった
が、形成されたバイオフィルム量は約 2.7倍（最大 4.8倍）の違いであった。この時、底
質量の多い方がバイオフィルム形成量の偏差が大きかった。また、培養開始後 7日のビー
カー内部の海水の酸化還元電位（ORP）は底質量 10 ㎎/cm2では-338 mv、底質重量 100 ㎎
/cm2では-380 mvで、大きな差は無かった。 
ｆ） 液体表面バイオフィルム形成と水質 
目的および方法 
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 液体表面バイオフィルムの形成と水質の関係を調べるため、以下の実験を行った。培養
は天王洲橋下の川床堆積物を用い、前記と同様な方法で、複数の 100mLガラスビーカーを
使用して水温 20℃で行った。培養開始後、液体表面からバイオフィルムを静かに掬い、取
り除いた直後のビーカー内部の海水の硫化物（AVS）、溶存酸素（DO）、酸化還元電位
（ORP）を測定した。 
結果 
培養開始後にビーカー内部の海水は濁り、溶存酸素濃度は急激に減少した。培養開始後
３〜４日には溶存酸素濃度は 0.01 mg/L以下となった。酸化還元電位も同様に培養開始後
から急激に下がり、培養開始後 6〜７日の酸化還元電位は－300 mA以下に達した（図
2.13)。海水の濁りの様子は添加した栄養量によって異なった。培養開始後 6〜７日で栄養
量 5〜15 mg/cm2の水は透明となったが、栄養量 25 mg/cm2では水の濁りは継続していた。
また、栄養量 5〜15 mg/cm2では、培養開始後 6〜７日以降は酸化還元電位の著しい低下は
みられなくなった。しかし栄養量 25 mg/cm2では、その後も酸化還元電位は低下した。栄
養量 10 mg/cm2では、培養開始後２日では硫化物は検出されず、目視ではバイオフィルム
形成は認められなかた。培養開始後４日に、湿重量約 0.03 mgのバイオフィルムが測定さ
れ、その時の硫化物は 0.02 mg‐S/mLであった。培養開始後 6日にバイオフィルムの湿重
量は約 0.3 mgとなり、硫化物は 0.04 mg‐S/mLであった。培養開始後４日から培養開始
後 6日までの期間にバイオフィルム湿重量は 10倍量増した。培養開始後 8日にはバイオ
フィルムの湿重量は約 0.25 mgとなり、この時の硫化物は 0.1 mg‐S/mL であった（図
2.14）。 
 
２．３ 固相底面へのバイオフィルム培養 
ａ） 液体表面バイオフィルムからの固相底面バイオフィルムの形成 
 ２．２の方法で得られた液体表面バイオフィルムを用いて、固相底面のバイオフィルムが
形成可能かどうかの試験を行った。天王洲橋下川床から得られた堆積物を用いて得られた
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液体表面バイオフィルムをゴム付 5 mL ピペットにより 20 回以上のピペッティングで破砕
し、有孔虫石灰岩粉末 5 mg/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2と共に、100 mL 容ガラス
ビーカーの底面に置き拡げた。ろ過海水 80 mLをビーカーへ加え、25℃で培養した。 
結果 
培養開始後 3日で、ビーカー底面にバイオフィルムが形成された。自然水域の４か所
（天王洲橋下の川床、七里ヶ浜砂浜の汀線、大井海浜公園の地先の川床、東京湾内湾底
部）から採取した底質を用い、同様な手法により培養を行った。その結果、これらの底質
試料から得られた液体表面バイオフィルムからも、ビーカー底部にバイオフィルムを形成
させることができた。 
ｂ）  有孔虫石灰岩粉末とバイオフィルムバクテリアの活性    
目的および方法 
 液体表面バイオフィルムから固相底面へのバイオフィルムの再構成を行う際の有孔虫石
灰岩粉末の効果について、以下の実験により検討した。異なる量の有孔虫石灰岩粉末 0、
3、10 mg/ 20 cm2（重量／シャーレ底面積）をろ過海水(40 mL)入れた複数のガラスシャー
レの底面に置き拡げたの実験系を用意した。魚類初期用配合飼料（5 mg/cm2） と液体表面
バイオフィルムの破砕物（0.2mL/cm2）を加え、温度 22℃に保った室内の机上にガラスシ
ャーレを置き静置培養を行った。培養開始後７日に各海水のバクテリア濁度（OD660）を
測定してバクテリア活性を比較した。     
結果  有孔虫石灰岩粉末 0、3、10 mg／20cm3の培養区のバクテリア濁度（OD660、２試
験区の平均値）は 0.78、0.85、0.93であった。添加した有孔虫石灰岩粉末量が増すと、
バクテリア密度が増し、バクテリア活性が高くなることが示唆された。 
ｃ） 有孔虫石灰岩粉末の添加効果 
目的および方法  
 液体表面バイオフィルムから固相底面へのバイオフィルムの再構成を行う際の有孔虫石
灰岩粉末の効果について、固相底面のバイオフィルム形成量と有孔虫石灰岩粉末の添加量
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との関係から検討した。7L容の小型ガラス水槽 4つを用い、相模湾で採水した海水をグラ
スファイバーフィルター（径 25 mm、Whattmann GF）によりろ過して各 5 Lを水槽へ入れ
た。ガラス水槽の底面にエアーストンを置きエアレーターにより通気して海水を好気環境
とした。魚類飼育水槽の底面のバイオフィルムを有する堆積物から静置培養方法により分
離構成した液体表面バイオフィルムの細片を使用した。水槽の底部に 250 mL ガラスビン
を置き、バイオフィルム 400 µg（湿重量）、魚類初期用配合飼料 4.0 g、有孔虫石灰岩粉
末 14 g を次の通りに組み合わせてガラスビンの底面へ置き拡げ、試験を行った。1つ目の
試験区は、バイオフィルム、魚類初期用配合飼料、有孔虫石灰岩粉末の 3種類、2つ目の
試験区は魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末の 2種類、3つ目の試験区はバイオフィ
ルムと魚類初期用配合飼料の 2種類をそれぞれ底面に置き、4つ目の試験区は対照として
海水のみとした。27±1℃に設定したインキュベター内に水槽を入れ試験を行った。培養
開始後 34日に各水槽のガラスビン底部からバイオフィルムを 10mLシリンダーに移し入
れ、24 時間静置後の沈殿量からバイオフィルム量を求めた。 
結果  
 バイオフィルム形成量は、試験１区（バイオフィルム、魚類初期用配合飼料、有孔虫石
灰岩粉末）、試験 2区（魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末）、試験 3 区（バイオフ
ィルムと魚類初期用配合飼料）で,それぞれ 2.3、 0.9、 1.8 mLであった。対照区ではバ
イオフィルムの形成は無かった。バイオフィルム無添加の魚類初期用配合飼料と有孔虫石
灰岩粉末のみでもバイオフィルムは形成した。バイオフィルムを添加した時はバイオフィ
ルム無添加培養の 2倍量をバイオフィルムが形成された。しかし、有孔虫石灰岩粉末を使
用した培養では無有孔虫石灰岩粉末の培養よりバイオフィルムが多く形成され、バイオフ
ィルム量は 3試験区の中で最も高かった。 
ｄ） 固相底面におけるミックスバイオフィルムの形成と堆積物上の水質   
目的および方法  
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 固相表面バイオフィルムの形成が上部の海水の水質に及ぼす影響を調べるため、以下の
実験を行った。前記ｃ）の有孔虫石灰岩粉末の添加効果の試験期間に、水槽内のガラスビ
ン堆積物の直上水の硫化水素、溶存酸素、アンモニア態窒素、亜硝酸態窒素を測定した。
溶存酸素は DOメーター（Central UD-1）により測定した。硫化水素はメチレンブルー法
（Cline, 1969）、アンモニア態窒素はサリチル酸法（Muraki et.al.,1992）、亜硝酸態
窒素はジアゾ法（Bendshneider, 1952）で測定した。水質測定は 3日毎に行った。さら
に、堆積物表面のミッツクスバイオフィルム形成による直上の水質を検討するために、培
養開始後 34日に各々の堆積物表面のミックスバイオフィルムを除去して、その前後の堆
積物の直上水のアンモニア態窒素と亜硝酸態窒素を測定した。 
結果  
 ガラスビン内の海水は静水状態であった。硫化水素は対照区を除いた 3試験区ともに培
養開始直後から急激に増加し、培養開始後 6 日のバイオフィルム形成直後の硫化水素は最
高濃度の 0.06〜0.08 mg/L に達した。その後のバイオフィルム形成後は、3試験区ともに
硫化水素が急激に減少し、培養開始後 9 日には硫化水素は検出されなかった（図
2.15）。溶存酸素濃度は試験開始時は 5.6〜8.0 mg/L であった。培養開始後 3日に 3試験
区ともに溶存酸素は消失し、0 mg/Lとなった。培養開始後 6日になると、バイオフィルム
がガラスビン底部の堆積物表面を覆って発育した。培養開始後 9日の 3つの試験区のガラ
スビン内の溶存酸素は 1.5〜5.0 mg/Lとなり、バイオフィルム形成後に溶存酸素濃度は回
復した。培養開始後 15日の 3 試験区の溶存酸素は 7.0〜7.2 mg/Lと高くなり試験開始時
と、ほぼ同じ値を示した（図 2.16）。堆積物表面のバイオフィルムの除去前後の直上の水
質を比べると、アンモニア態窒素はバイオフィルム除去前では 208〜328 mg/L であり、除
去後は 383〜479 mg/L に増加した。亜硝酸態窒素はバイオフィルムの除去前では 0.07〜
1.42 mg/Lであり、除去後は 0.46〜9.14 mg/Lに増加した。特にバイオフィルムの形成量
が大きかったた試験区 1と 3では、ミッツクスバイオフィルム除去後の亜硝酸態窒素の濃
度は除去前の 6倍に増加した (図 2.17)    
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２．４ 考察：セディメントミックスバイオフィルムの再構成と培養 
 一般にバクテリアの大量培養は、流動する液体培地を使用している。本研究は細菌の液
体静置培養法により、バイオフィルムを含む底質、魚類初期用配合飼料、有孔虫石灰岩粉
末を、海水を入れた小型容器のビーカー底面へ置き拡げて静置培養を試みた。小型容器の
水の動きの無い液体表面へ、薄いバイオフィルムが形成された。これより底質中のバイオ
フィルムを構成する細菌の一部が、液体表面バイオフィルムを再構成したと推察した。 
酸素を含む水を入れたビーカー底面に細菌と栄養が置かれた時、栄養のグルコースと酸
素を用いる呼吸により、細菌は 2900[kJ/mol]の大きな標準自由エネルギーを得る（和地, 
2010）。この時に固体表面に置いた物質は表面化学反応により主に垂直方向に移動するこ
とから（Matsushima et.al., 1984）、培養直後に細菌バクテリアや配合飼料は底面から
上方へ拡散し、底面直上の水は濁りを生じ、底面直上水の一部は還元状態になったと推察
した。また、ある種の細菌類は酸素濃度勾配に対して走化性の運動を有しており、この走
化性も細菌の底質から液体表面への移動に寄与する（Fenchel et al., 2012; Morikawa, 
2006）。また、液表面へ集積した細菌は細菌の個体の相互の集積反応により、液体表面細
菌被膜を形成する（佐藤, 1990）。本研究では海水の酸化還元電位が－200mA 以下とな
り、硫化物が検出された後に液体表面バイオフィルムの形成が観察されたことから、容器
底部に出現した無酸素環境がバイオフィルム細菌の底質からの離脱に大きく関与したと推
察した。  
静置した液相と気相の界面、すなわち液体表面に細菌が細胞外多糖を産出して菌膜が形
成されることは、枯草菌 Bacillus subtilis、結核菌、酢酸菌 Gluconacetobacter 
xylinus等で報告されている（柳田, 1981; 松下, 2008）。Bacillus subtilis は細菌の栄
養が液体に存在するだけで、液体表面バイオフィルムを形成する（Morikawa et.al., 
2006）。液体表面バイオフィルムの形成には転写制御因子 (transcriptional regulator) 
のペリクラ形成遺伝因子が関与する（Kobayashi, 2007)。ペリクラ形成遺伝因子によるペ
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リクラ形成機構は解明が進み、多くの土壌細菌がペリクラ形成遺伝因子を有していること
が明らかになっている（Flemming et.al., 2017）。 
 バクテリアの単離培養により、南伊豆栽培漁業センターの飼育水槽と百島の塩水池の
バイオフィルムを有する堆積物から 70株のバクテリア種類が単離培養できた。そのうち
14 株が Pseudoalteromons sp.を含む、細胞外部多糖を産生するバイオフィルム形成細菌株
であった（岡原, 2005) 
Shewanella oneidensis のみで構成される液体表面バイオフィルは、始めに薄いフィル
ムが形成され、次に不均質なフィルムとなり、最後に均質な厚みを有するフィルムを形成
することが、電子顕微鏡観察により示されている（Armitano et al., 2013）。また、非
破壊方法による観察から、スライドガラス表面への単一種細菌のバイオフィルム形成は、
浮遊細菌の増殖と同様に誘導期、対数増殖期、定常期の過程をとることが明らかにされて
いる（Lewandowski and Beyenal, 2013）。ガラススライド上のバイオフィルム細菌の細
胞密度は増殖期には直線的に増加することが測定されている（Anderson, 2016）。 しか
しながら、複数種類の細菌から構成されるミックスバイオフィルムの形成過程や培養の研
究は乏しい。本研究では底質から分離した液体表面バイオフィルムの破砕物を、魚類初期
用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末を加えて容器底面に置き拡げ、この容器を溶存酸素を有す
る海水の静置した環境に置くことにより、南伊豆栽培漁業センターの飼育水槽で観察され
たように固相底面の堆積物表面へミッツクスバイオフィルムが形成することを示した。 
単一種類細菌から構成するバイオフィルム培養は、前述の Microtiter-plate cultureと
Flow chamber cultureが行われ、顕微鏡下での観察が行われている。この Microtiter-
plate cultureは本研究と同様な静置培養法であるが、プレート上の多数の円柱孔の壁面
にバイオフィルムを生育する方法である。 Flow chamber cultureは、河口等の定常的に
水の流れが見られる場所にバイオフィルムが多く観察されることから、水の流れがバイオ
フィルム形成に必要と考えられて考案された培養方法である。定常的な水の流れは有機物
や細菌バクテリアの底面との接触の機会を増し、バイオフィルム形成が行われると推察さ
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れた。一方、本研究では、バイオフィルム形成には有酸素の静置した水環境が重要である
と推察できた。本研究と類似したミックスバイオフィルムの培養方法は、既往研究ではほ
とんど見られない。 
細菌の粒子からなる液体表面バイオフィルムの形成過程は、物質の粒子から形成される
膜の形成過程と類似している（北原, 1994）。本研究では、栄養量が特に多い時の液体表
面バイオフィルムは、さらにその表面が乾燥して水分を枯渇した様相を呈した。物質粒子
の表面膜の形成では、過剰な粒子の存在により、表面の水分が枯渇した膜が形成される
（日本化学会, 1995)。本研究の過多の魚類初期用配合飼料の投与による表面水分が枯渇し
た液体表面バイオフィルム形成は、この過剰な化学粒子による表面の水分が枯渇したポリ
マー膜の形成と類似した。 
本研究に使用した富山県立山産の有孔虫石灰岩粉末は、バイオフィルム細菌を活性さ
せ、バイオフィルムの形成量を増加することが示された。鉱物である CaC03やミネラル成
分は細菌の核酸やタンパク質合成の活性を高める可能性があると言われている
（Marshall, 1978）。 特に Caはバイオフィルム形成分多糖類の結合媒体として、重要な
無機物である（Lewandowski and Beyenal, 2013）。電子顕微鏡による観察では、立山産
有孔虫石灰岩粉末の表面は凸凹が粘土粒子の表面より多く、鉱物の結晶体が折り重なるよ
うにして結合した粒状であり、大きな口径をもつ多孔質が観察された（来田, 1996）。こ
のため、有孔虫石灰岩粉末の鉱物粒子の単位体積あたりの表面積は、粘土粒子などより大
きく、粒子表面に多くの細菌が棲息することにより細菌の活性を高めていると推察され
る。一般に、石灰岩粉末の産地別の差異は、石灰岩に含まれる有機物由来の難分解性物質
であるケロジェンの違いに由来する（仲谷秀夫, 私信）。立山産有孔虫石灰岩の粉末は沿
岸漁場の漁場改良、河川の環境修復、魚類・家畜類の飼料添加剤、耕作地の土壌改良剤と
しても使用されている（グリーン・カルチュア, 2004）。 
本研究では、固体底面にバイオフィルムが形成されると、硫化水素、アンモニア性窒
素、亜硝酸性窒素の底面直上水への溶出が抑制され、バイオフィルムが形成されていた飼
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育水と同様に水質が良好に保たれた。飼育水槽の堆積物表面に見られたバイオフィルム
は、下水処理施設のバイオマットを構成する細菌と同様に、水の浄化機能を有したと推察
された。飼育水槽底面のバイオフィルムは、養殖場やバイオレメデションにおける微生物
マットの機能とよく一致していると考えられた（Bender and Peter, 2004）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 27  
 
 
 
 
表 2.1  魚類初期用配合飼料の成分  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
成分 含有比 
粗蛋白質 52％以上  
粗脂肪 8％以上 
粗繊維  3％以下 
粗灰分 15％以下 
カルシウム  2.0％以上 
リン  1.4％以上 
  日本 （日本配合飼料, 2009） 
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表 2.2  有孔虫石灰岩粉末の成分    
 
 
 
 
 
 
成分 含有量（g/kg）      
カルシウム 302 
ケイソ 71.7 
マグネシウム 5.94 
アルミニウム 5.90 
鉄 4.62 
ナトリウム 2.70 
カリウム       0.74 
リン 0.21 
マンガン 0.20 
亜鉛  0.04 
（グリーン・カルチュア, 2000）  
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図 2.1 500L容水槽を用いた実験系 
 
       
 
 
 
 
 
  
堆積物 
魚類初期用配合飼料 
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排水 
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（堆積物・魚類初期用配合飼料・有孔虫石灰岩粉末） 
図 2.2  小型水槽内のビーカー底面堆積物のバイオフィルム培養 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
通気 
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（a）培養開始時の底面             (b) 底面のバイオフィルム形成（培養開始後７日） 
 図 2.3  固相の底面堆積物へのバイオフィルム形成 
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(a) 天王洲橋下（砂泥地）      (b) 七里ヶ浜海岸（砂地）      (ｃ) 大井海浜公園地先 
東京都港区          神奈川県鎌倉市           東京都大田区 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   (e) 内湾海底からの採集 
                           （東京湾羽田沖水深 20ｍ） 
                            撮影：大内田氏 
 
 (d) 底質コアと酸化還元域底質        
    （天王洲橋下） 
                                      
図 2.4  底質の採集地点と酸化還元境界を有する底質 
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 （堆積物・魚類初期用配合飼料・有孔虫石灰岩粉末） 
   (a) 飼育水槽の堆積物からの液体表面バイオフィルムの再構成 
 
 
 
 
 
(b) 底質からのバイオフィルムバクテリアの再構成 
 
 
 
 
 
(c) 液体表面バイオフィルムの形成試験 
           図 2.5  静置培養法による液体表面バイオフィルム形成 
     
  
 
・魚類初期用配合飼料栄養
顆粒・添加物堆積物 
 
海水 
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        c. 
(a) ゾル状バイオフィルム   (b) ゲル状バイオフィルム  (ｃ) 表面水分の枯渇した 
（培養開始後 4 日）      （培養開始後 7 日）            バイオフィルム 
                                                             （培養開始後 9日）   
図 2.6  液体表面バイオフィルムの再構成（培養温度 20℃） 
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図 2.7  バイオフィルム Packed Cell Volumeの測定（2000 回転、3分） 
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図 2.8 液体表面バイオフィルムの形成と栄養量 (mg/cm2、水温 20℃） 
 
  
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
液
体
表
面
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
量
P
C
V
 m
L
培養日数 日
◆10mg
●15m
▲5mg
  
 
 37  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.9   栄養量と液体表面バイオフィルム形成量 
（培養開始後７日の湿重量 mg, 水温 20℃） 
 
  
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
0 5 10 15 20 25 30
液
体
表
面
バ
イ
オ
フ
ィ
ル
ム
湿
重
量
mg
栄養量の密度 mg/cm2
  
 
 38  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.10  栄養量と液体表面バイオフィルム容量と比重 
（培養開始後 7 日, 20℃） 
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図 2.11 底質量と液体表面バイオフィルム形成量（培養後 7日の湿重量 mg） 
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図 2.12  液体表面バイオフィルムの形成と酸化還元電位(ORP) 
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図 2.13  液体表面バイオフィルムの形成と硫化物(AVS) 
図 2.1  液体表面バイオフィルムの形成と硫化物(AVS) 
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図 2.14  固相底面堆積物上バイオフィルム形成と直上水の硫化物   
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図 2.15 固相底面堆積物上バイオフィルム形成と直上水の溶存酸素 
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図 2.16 固相底面におけるバイオフィルム除去前後の堆積物上の水質 
試験区 1 有孔虫石灰岩粉末、栄養、バイオフィルム  
試験区 2 有孔虫石灰岩粉末、栄養 
試験区 3 栄養、バイオフィルム、         
試験区 4（対照）：有孔虫石灰岩粉末無し 
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３． バイオフィルムを有する底部境界モデル 
 
３．１ 水分を含む底質のモデル系の作成 
第２章では、固相底面にセディメントミックスバイオフィルムと考えられるバイオフィ
ルムを形成させ、培養できることを示した。しかし第 1章で論じたように、岩礁域を除く
沿岸の多くは砂や泥を含む水分を有する底質（aquatic sediments）（Boudreu, 1997）であ
る。そこで、水分を含む底質の実験室モデルをまず作成し、その上で第２章の方法を適用
したバイオフィルム形成を検討することとした。 
水分を有する底質の底部境界のモデル培養系は以下のように作成した。底面を有する透
明円柱容器（アクリル製; 内径 9.5cm、高さ 15cm、1L容)の中間にナイロンメッシュ（目
合い 50μm、 NYTAL DIN1 10-50, Sefar Inc.）を張りモデル底面とした。微生物化学反
応による有機物の変質を防止するために、モデル底面材料はナイロンメッシュを用いた。
魚類初期用配合飼料と有孔虫石灰岩粉末の落下を防ぐために 50 μm のメッシュフィルタ
ーを使用した。モデル底面下部は、硫化物と底質中の鉄との反応を除外するために砂等の
底質は混入しないで、間隙水のモデルとして海水のみとした。この二重底の透明円柱容器
を、前記と同じく海水を入れた有酸素の静置な環境の小型ガラス水槽の底面に置き、底部
境界モデル培養系とした。図 3.1 に最終的に使用したモデル系の模式図を示した。   
 
３．２ モデル底面でのバイオフィルムの再構成と培養 
目的と方法 
３．１で作成した水分を含む底質の実験室内モデルを使用し、モデル底面へのバイオフ
ィルムの再構成を行った。本試験の材料と測定方法は、第２章の「セディメントミックス
バイオフィルムの再構成と培養」の材料と方法に準じた。天王洲橋下の川床底質から分
離・再構成した液体表面バイオフィルムを用いて、底部境界モデル培養系のモデル底面上
にバイオフィルムの形成を試みた。実験に用いた海水は、東京湾内湾の表層から採水し、
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前述のフィルター用マットでろ過したものを使用した。液体表面バイオフィルムの破砕物
（0.2mL PCV）、魚類初期用配合飼料（10 mg/cm2）、有孔虫石灰岩粉末（3 mg/cm2）の 3種
類を、モデル底面に置き拡げた。 
結果  
  図 3.2 に示したように、培養開始後 3日には、モデル底面上にバイオフィルムが形成さ
れた。一方、バイオフィルム形成と並行して、モデル底面上部の海水中に顕著な白濁相が
形成された。図 3.3に示すように、培養開始後 1日には、モデル底面の直上約 2 cmまで
と、底面の下部に薄い懸濁を観察した。培養開始後 3日には、底面の直上は薄い濁りを有
する相と、その上の透明な相の 2相に明確に分離できる境界が目視された。培養開始後４
日から、モデル底面の直上に濃密な白濁層の形成が見られた。 
 
３．３ モデル底面直上の白濁層形成 
ａ） 白濁層の一般的性質 
目的と方法 
３．２でバイオフィルム形成に伴って出現した白濁層は、バイオフィルムが物質循環に
及ぼす作用を検討する上でも重要な位置を占めるものと考えられた。そこでこの白濁層の
形成メカニズムを検討するため、白濁層の性質を検討した。材料と方法は、３．１と３．
２に準じている。 
結果  
  図 3.3に示した白濁層について光学顕微鏡観察を行ったところ、 図 3. 4 に示すように、
粒子状の構造を有していると推察される画像を得た。白濁層内の濁度はほぼ均一で、OD660
は 0.04 程度であった。白濁層形成時と、モデル底面のナイロンメッシュ表面に粘質を有す
るバイオフィルムの形成は時期が良く一致していた（図 3.2、図 3.3）。DAPI（4’,6-
diamidino-2-phenylindol）染色して蛍光顕微鏡観察した結果（図 3.4）から、細菌細胞が含
まれていると考えられる。 
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底部境界モデル培養系のモデル底面直上に形成した白濁層の中央部から試水を採取する
と、試水は白色で強い硫化水素臭を呈した。この白濁液の濁度（OD660）は 0.03〜0.045
の範囲であり、この白濁液を開栓したサンプル瓶に採集し 10 ℃と 1 ℃の空気中に放置し
た。室温 10 ℃では 6 日後、1 ℃では 12 日後に、それぞれのサンプル瓶内の溶液の白濁
は消失して海水は透明となり、硫化臭も消失した。白濁液中の生物有機物の存在を調べる
ため、30 mL容の栓付試験管に、白濁液とクロロホルム液を各 10 mL採り、その後に強く
撹拌混合した。混合溶液は直ちに白濁した。静置して数分後に、混合溶液は有機溶媒相と
水相の二層に分かれた。白濁液に含まれていた物質は不溶化して、有機溶媒相と水相の間
に沈殿した。このことより、白濁液にはタンパク質等の有機物を含むことが認められた
(堀尾・山下, 1994)。 
七里ヶ浜砂浜の汀線、大井海浜公園の地先の川床、東京湾内湾の３か所の、硫化臭を帯
びて底質の色の変化の見られる還元層を含む底質から分離したミックスバイオフィルムを
用いた底部境界モデル培養系の試験でも、モデル底面にバイオフィルムが形成され、モデ
ル底面の直上に上記と同様な白濁層の形成が観察された。 
ｂ） 白濁層形成までのモデル底面直上の細菌グループ 
目的と方法 
白濁層に細菌が含まれることが示唆されたため、培養開始からモデル底面の直上に白濁
層が形成されるまでの期間の、モデル底面直上水中の細菌群集の構成を、DGGE解析
（Denaturing gradient gel electrophoresis； 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動）および
DGGEバンドの PCR（polymerase chain reaction）による遺伝子増幅後に塩基配列解析と
簡易系統解析を行う PCR-DGGE法により調べた（Muyzer and Smalla, 1993; Nishijima et 
al., 2010; Ishi et al., 2000）。16SrDNAの塩基配列を PCRにより増幅するために、DNA
を DGGE試料から MORA-EXTRRACT（極東製薬、東京）を用いて抽出した。プライマーとして
GC-341f及び 534r(細菌 16SrDNA 約 200 bp増幅用）を用いて増幅した。PCR 増幅は、
Touch Down法(Don et al., 1991)を一部改変して行った。増幅した産物を用いて、アガロ
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ースゲル電気泳動を行った。泳動装置は Dcode DGGE コンプリートシステム（BIO RAD, 
CA, USA）を用いた。泳動ゲルには 8 %（w/v）ポリアクリアルアミドゲルを用いて、変性
剤濃度を 25 % から 65 %に増加させる条件で、100 Vで約 12 時間泳動した。泳動後のゲ
ルは, SYBR Green I（タカラバイオ）で染色し、UV照射により確認した。切り出したバン
ドから DNAを抽出し、これを鋳型として PCR増幅した産物を用いて再度 DGGE を行うこと
を数回くりかえして、バンドの純度確認を行った。DGGEの条件は上記と同様とした。バン
ド由来の DNAを鋳型として、PCR増幅を行った試料について、塩基の蛍光ラベル試薬キッ
ト BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems, CA,USA）を用い
て、塩基配列を決定した。ラベルされた塩基配列用試料をシーケンサー（ABI 3130xl 
Genetic Analyzer System(Applied Biosystem, CA, USA）に供して、塩基配列を解読し
た。ソフトウェア ChromasPro 1.4（Technelysium Pty Ltd.,Tewantin, USA）により、シ
ークエンサーのデータから塩基配列決定を行った。相同性検索および簡易分子系統解析は
アポロン 2.0ソフトウェア（Techno Surga Laboratory Co.,Ltd, Shizuoka）と国際塩基
配列データベース（GenBank/DDBJ/EMBL）、アポロン基準株データベース DB-BA9.0（Techno 
Surga Laboratory Co.Ltd, Shizuoka）を使用した （Muyzer and Smalla, 1998; 
Nishijima et al., 2010; 石井ら, 2000) 。 
底部境界モデル培養系を用いて前記と同様に、底質から再構成したミックスバイオフィ
ルムの破砕物 PCV 0.2 mL/cm2、魚類初期用配合飼料 10 mg/cm2、有孔虫石灰岩粉末 3 
mg/cm2をモデル底面に置き拡げて培養した。培養期間中の水温は 25±１℃に保った。シリ
コンチューブ（内径 2.0 mm）に接続したガラス管（内径 2.0 mm）を水槽上部から底面 2 
cm 上部の位置に垂下・固定して、試水をシリコンチューブに接続した外部のシリンジ（5 
mL）に採取した。採水は培養開始から白濁層が形成されるまで、ほぼ 24時間毎に行っ
た。同時に濁度（OD660）を前記と同じ方法で測定した。細菌解析の試料は採水後、直ち
に－80 ℃で冷凍保存して DGGE解析直前に試料を解凍した。 
結果 
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培養開始後 1日のモデル底面上部は約 3 cm直上まで白濁し、底面直上 2 cmでは濁度
（OD660）が 0.09であった。この時、底面の下部は、一様に薄く白濁した。培養開始後 2
日のモデル底面の直上 2 cmの濁度は 0.26まで増加し、モデル底面の約 7 cm 上部に濁度
0.07と 0.00の明確な濁度の境界面が形成された。この時、モデル底面の下部の白濁は前
日より濃くなった。培養開始後 3日に, モデル底面から約 4 cm上部まで濁度 0.07 の白濁
層が形成された（図 3.5）。この時、モデル底面には粘質を有するバイオフィルムが形成さ
れていた。また、目視観察ではモデル底面下部の白濁濃度は前日とほぼ同じであった。モ
デル底面直上 2 ㎝の固定点からの試水の DGGE解析では、培養開始後 1 日、2日、3 日
に、それぞれ 3 本（1 F-a, b, c）、3 本（2 F-a, b, c）、4 本（3 F-a, b, c, ｄ）の明
確なバンドが発現した（図 3. 6）。特に底面直上に白濁層が形成された培養開始後 3 日の
検体では、培養開始から見られたバンド 3 F-a, が増加し、他の 2本（3 F-b, c）のバン
ドは変わらなかった（図 3. 6）。培養開始後 3 日に明瞭に発現した 4 本のバンド(3 F-a, 
b, c, d)の塩基配列 E 解析を行ったところ、以下の細菌の帰属分類群が推定された（図
3.7）。バンド 3 F-aは Arcobaterc sp. (相同率 100 %、細胞内硫黄粒子を有する微好気性
の硫黄細菌)、 バンド 3 F-b は Lutibacter sp. (相同率 100 %、潮間帯の偏性嫌気性の炭
素分解菌)、バンド 3 F-cは Clostridiales目(相同率 94 %、土壌細菌の偏性嫌気性の硫酸
還元細菌), バンド 3F-ｄは Rhodobacterace科(相同率 99 %、Ｓ０を利用する紅色非硫黄
光合成細菌)であった（図 3.6）。 培養開始後 1日から白濁層の形成された培養開始後 3 
日までは Lutibacter sp.と Arcobacter sp.と Clostridiales目の 3 種類の細菌種類が認めら
れた。培養開始後 3 日に光学顕微鏡の観察で確認された顆粒を有する細菌の Arcobacter 
sp.は前日と比較してバンドが増加し、Lutibacter sp.、Clostridiales目の発現も継続して
観察された。また培養開始後 3 日には、Rhodobacterace 科（光合成細菌）の新しいバン
ドが見られた。 
 
３．４ 底部境界モデルの硫化物等の挙動 
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ａ） 白濁層形成時の硫化物と溶存酸素の鉛直分布 
目的と方法 
白濁層には明瞭な界面があり、わずかな鉛直方向の距離で化学的環境が大きく変化して
いることが示唆された。また硫化水素臭や白濁が酸化条件で消失することなどから、白濁
の一部は硫化物および硫化物が酸化して生じた元素状硫黄であると推定された。第 1 章で
述べたように、セディメントミックスバイオフィルムが出現する環境では硫黄代謝が極め
て重要になる。そこでこの白濁層内外の微小な硫化物や溶存酸素の変化を精密に測定する
実験装置を作成した（図 3.8）。 
モデル底面の直上水中の溶存酸素は自作の微速度昇降装置により水の撹拌の生じない速
度（4 cm/min.）で溶存酸素センサーを垂下移動させ、水面からモデル底面の直上 2 cmま
での間の 9点で測定した（図 3.8）。また、溶存酸素センサーの側面にシリコンチューブ
（内径 2.0 mm）を連結したガラス管（内径 2.0 mm）を装着し、このシリコンチューブと
連結して水槽外部に置いた 5mL容シリンジにより、モデル底面の上部の 9点の各層から採
水し、モデル底面上部の硫化物と濁度を同時に測定した。モデル底面の下部の試料は、底
面上部からの採水後に水槽上部から補助具付シリンジ（1 mL容）を用いて、シリンジ針を
メッシュに突き刺して、モデル底面の下部 2 cmから採取した。モデル底面上下の水質は
硫化物（AVS）、溶存酸素（DO）、 酸化還元電位（ORP）を測定した。濁度は 660nm吸光度
(OD660)を測定した。 
結果 
 白濁層が形成された時、モデル培養系の底面の上部の溶存酸素(DO)は、ガラス水槽表面
から培養器白濁層の上端までは緩やかに減少したが、白濁層の上端から下方へかけて溶存
酸素は急激に減少し、白濁層内の溶存酸素は、ほとんど 0.005 mg/L以下であった。一
方、モデル底面直上の白濁層内の硫化物濃度は、底面の下部の硫化物濃度より少し低くか
った。しかし、白濁層内の硫化物濃度は、ほぼ均一で 0.22〜0.24 mg‐S/mL あった。ま
た、硫化物濃度は白濁層の上端から上方へかけて急激に減少し、白濁層の上部の透明水中
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では硫化物は検出されなかった（図 3. 9)。  上記のように、モデル底面の直上に白濁層
が形成された時、白濁層内では、ほとんど溶存酸素を含まない硫化物を有する還元状態で
あったが、白濁層の上方では好気的環境が保持された。白濁層の上端では溶存酸素と硫化
物の急激な化学的濃度の勾配が測定された。 
ｂ） 栄養量とモデル底部境界の白濁層形成、硫化物濃度推移 
目的と方法 
以上のような白濁層形成の進行と、硫化物濃度位の推移について、バイオフィルム形成
のために加えた栄養（魚類初期用配合飼料）の量との関係を調べた。4 つの底部境界モデ
ル培養系を入れた 4つの水槽を使用して、4段階の異なる魚類初期用配合飼料、5.0、 
7.5、10.0 , 20.0 mg/cm2と、同一量のポリマー状バイオフィルムの破砕物（PCV0.2mL）
と、同一量の有孔虫石灰岩粉末（3 mg/cm２）を、それぞれの水槽内のアクリル容器のモデ
ル底面に置き、培養を行った。実験室内で水温を 25 ℃に定に保った。モデル底面の直上
の試料は底面の約 2 cm上部から補助具付シリンジ（1 mL容）を用いて採水した。モデル
底面の下部の試料は直上部の採水後に上部からシリンジ針をモデル底面のメッシュへ突き
刺し、モデル底面の約 2 cm下部から採水した。モデル底面の直上と下部の硫化物を測定
し、同時にモデル底面直上の白濁層の形成を観察した。 
結果 
 モデル底面下部では、培養 2 日目に硫化物が検出されたが、モデル底面の直上部では硫
化物は検出されなかった。魚類初期用配合飼料の量が 5.0、7.5、10.0 mg/cm2の試験区で
は、培養開始後 3 日から全ての試験区でモデル底面の直上部と下部で硫化物が検出された。
また、それぞれの硫化物の最高濃度は、直上部では培養開始後 3 日目、下部では 6 日目に
検出された。魚類初期用配合飼料の添加量が多いほど、モデル底面の直上部および下部の硫
化物の最高濃度は高かった。3つの試験区ともに、モデル底面下部に硫化物が検出される期
間に底面直上の白濁層が形成され、モデル底面に置いた魚類初期用配合飼料が多いほど、白
濁層の形成期間は長かった（図 3.10）。培養開始後 3 日での魚類初期用配合飼料の量とモ
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デル底面の下部水の硫化物濃度の関係は、魚類初期用配合飼料の量が 5.0 と 7.5 mg/cm2
では、栄養量が多くなるほど硫化物濃度は増加した。しかし、7.5 と 10.0 mg/cm2 では硫
化物濃度はほぼ同じであった。モデル底面上部では、魚類初期用配合飼料の量が 5.0 mg/cm2
では硫化物濃度は非常に小さかったが、魚類初期用配合飼料の量が多くなるとともに 10.0 
mg/cm2まで硫化物濃度が増加した。しかし、モデル底面に魚類初期用配合飼料を 20 mg/cm2
を置いた試験区では、培養開始後のモデル直上から硫化物は検出されず、また底面の直上の
白濁層は形成されなかった（図 3.10）。この試験区のモデル底面の表面は白色で粘性は乏し
かった。     
ｃ） 水温とモデル底部境界の白濁層形成、硫化物濃度推移 
目的と方法  
白濁層形成の進行と、硫化物濃度位の推移について、水温との関係を調べた。3つの異
なる水温 15、20、25 ℃のモデル培養系を作成し、バイオフィルム砕片（0.2mL）、魚類初
期用配合飼料（10mg/cm3）、有孔虫石灰岩粉末（3mg/cm3）を加えて培養を行った。モデル
底面の直上部と下部の硫化物を測定し、同時にモデル底面直上の白濁層の形成を観察し
た。水温は 3台の恒温槽を用い、それぞれ一定に保った。 
結果  
 水温 25、20 ℃区では、培養開始後 3日目からモデル底面の直上部と下部で硫化物が検
出された。水温 15 ℃では、モデル底面の下部では培養開始後 6 日目から硫化物が検出さ
れた。水温 15 から 25 ℃までは、下部の硫化物の最高濃度はほぼ同じであった。一方、
直上部では水温が低いほど硫化物の最高濃度は高かった。モデル底面直上と下部の硫化物
が検出される期間は水温が低いほど長かった（図 3.11）。白濁層の形成開始は水温 25 ℃
では培養開始後 1 日目であり、水温 20 ℃と 15 ℃では培養開始後 2日目であった。白濁
層の存続する期間も水温が低いほど長かった。  
培養開始後のモデル底面の直上の酸化還元電位は水温 15、 20、 25 ℃の 3 例ともに急
激に低下した。水温が高いほど直上の酸化還元電位は早く低下し、3 例ともに培養開始後
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3 から 5 日目に酸化還元電位は－300  mVに達した。また、3 例ともに直上の酸化還元電
位が－100 mV以下に低下した時に、白濁層形成が観察された(図 3.12)。逆に、直上の酸
化還元電位が 0 mV以上に回復して上昇した時には、白濁層は消失した。   
 
３．５ 考察：バイオフィルムを有する底部境界モデル  
 マイクロセンサーの利用と細菌の遺伝子研究手法の進歩により、干潟や砂泥地の底部境
界域の硫化物、溶存酸素、微生物群集の動態についてのフィールド研究の報告例は増えて
いる（Llobet‐Brossa et.al., 2002）。しかし内湾の環境は干出や陸水の影響があり、複
雑な要因による変動があることから、解析には困難をともなう。第 1章で述べた通り、屋
内のモデル培養系を構成して底部境界域の硫化物および溶存酸素の挙動を研究した事例
は、暴風後の砂浜に模したモデル培養系により、砂浜の硫黄サイクル研究を行った例のみ
である（Jørgensen, 1974）。この実験の終了時に、砂の上に置いた海草アマモの表面にバ
イオフィルムの形成が観察され、バイオフィルムと生元素のサイクルの関連が初めて指摘
された。測定された放射性硫黄同位体量から、硫化物は海水の硫酸イオン由来であること
が推察され、砂浜の硫黄サイクルにバイオフィルムが寄与することが見出された。その他
の研究としては、、小容器上部のメッシュ表面に沿岸の硫化物を含む堆積物を置き、容器
上部の海水を流水にした培養系を作成し、メッシュ下の海水へ硫化物を注入すると、堆積
物表面にビブリオ菌を含む粘液のあるバイオフィルムが形成されることを報告した例があ
る（Thar and Kuhl, 2002）。しかし、この研究では、硫化物を含む堆積物をナイロンメッ
シュ上に置いたため、バイオフィルム形成と堆積物内の硫化物蓄積との関連は必ずしも明
らかではない。また、水処理施設のバイオフィルム研究では、アクリル容器上層のシリコ
ンフィルム表面に水処理施設からのスラッジを置き、底面下の水に酸素を、底面上の水に
窒素ガスを、それぞれ連続注入したモデル培養系が作成された。この培養系を用いて、シ
リコンフィルム表面に形成されたバイオフィルム内の硫酸還元菌の鉛直的活性分布と菌種
構成が検討されている（Liau et al., 2014）。 
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 本研究では、水分を含む底質の底部境界モデル培養系を作成して、境界域の硫化物およ
び溶存酸素の挙動と細菌の動態を調べた。モデル底面に底質から直接に分離した液体表面
バイオフィルムを種株とし、複合栄養としての魚類初期用配合飼料、添加物としての立山
産有孔虫石灰岩粉末を共にモデル底面に置き拡げて培養した。本研究で用いた二重底容器
によるバイオフィルム培養方法は、他に報告されていない。また、バイオフィル細菌の栄
養として、液体栄養ではなく顆粒栄養を使用した例は見当たらない。本研究で得られた結
果は、砂浜の硫黄サイクルの研究結果（Jørgensen, 1974）とほぼ同様であった。すなわ
ち、バイオフィルムを有する底質境界域では、底面直下に硫化物が蓄積され、この硫化物
は底面を透過して底面直上に移動することが示された。しかし、本研究と Jørgensen 
(1974)の研究とでは以下の 3点が異なっている。まず本研究では、試験開始時点からバイ
オフィルム破砕物、魚類初期用配合飼料、有孔虫石灰岩粉末をモデル底面に置き拡げて培
養した。これによりバイオフィルムがモデル底面に形成されている時点での底部境界域の
硫化物等の挙動を詳細に把握できた。また Jørgensen (1974)の予想した硫黄サイクルの変
動要因である、底面の栄養量および水温との関係を実際に調べることができた。2つ目の
相違点は、本研究ではモデル底面下部に砂等の底質は置かずに、間隙水の海水のみを置い
た。これにより底質の硫化鉄等の形成を無視することができ、モデル底面直下の海水への
硫化物の蓄積と、モデル底面下部から上部への硫化物の移動を測定できた。3つ目の相違
点は、本研究ではモデル底面上部の水の動きを抑制して、モデル底面上部は溶存酸素を有
する静水環境とした。これにより、モデル底面上部に沿岸域や汽水湖沼で観察される、水
塊の成層構造と類似した静水環境が構築できた。このことを反映して、本研究の底部境界
モデル培養系では、モデル底面下部から直上への硫化物の移動・蓄積と、モデル底面直上
の白濁層形成が観察された。    
水塊の成層構造が形成される汽水湖沼である水月湖(福井県)において、放射性硫黄同位
体を用いて硫化物等の変動と微生物活動の研究が行われた。その結果、水月湖では硫酸還
元菌による硫化物還元は、底層の水中ではなく底質の表面で進行していることが明らかと
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なり、底質の表面直下で硫化物の最大濃度が測定された。このことから、水月湖では硫化
物は底面を通過して、嫌気的な直上水へ蓄積していると推察された (Matsuyama.1978)。 
この様に、本研究のミックスバイオフィルムを有する底部モデル培養系は、成層構造が
形成される汽水湖沼の底部境界の硫黄サイクルと、ほぼ同じ硫化物の挙動を示していると
考えられた。  
閉鎖内湾では、高水温期に表層水が風などの何らかの外力によって移動することによ
り、底層に滞留していた硫化水素を含む無酸素水塊が表層へ湧昇して青潮が形成される。
この青潮の水塊全体への拡散により、水産生物の大量へい死などの環境問題を生じている
（相崎ら, 1990、丸茂・横田, 2012）。このために早急な青潮発生のメカニズムの解明が
期待されている。今回の底部境界モデル培養系で観察された硫化物等の挙動は、青潮形成
における底層域の硫化物生成と蓄積のメカニズムに近い可能性がある。内湾奥部の海底で
は、堆積した有機物の分解代謝により海底域で硫化物が生じ、硫化物を含む底層の水塊
が、青潮の発現に大きく関与していると推察されている。しかし、底層における硫化物の
生成メカニズムは、まだ不明な点がある（牧ら, 2013）。内湾底層水の硫化物生成は 3つ
のメカニズムが推定されている。①底層水中の有機物の酸素消費により、底層水の無酸素
化に伴って硫化水素が生成する。この場合には、水中の有機物、懸濁物の分解に伴う酸素
消費を考慮しているものの、底質における酸素消費・硫化物生成を無視している（児玉
ら, 2009）。しかしながら、沿岸の海岸域と浅い海底では、海底面下数 cmに黒色の酸化層
と還元層の境界の存在が知られており、酸化層・還元層の境界域での硫化物生成は無視で
きない。実際に、有明海干潟では、底面下 2から 20㎝の層に、有用生物の棲息限界濃度
である 0.5mg-S/g dry-mudの硫化物が周年にわたって存在していることが報告されている
（楠田, 2012）。②底質に含まれる有機物分解に伴い、底質中で生成した硫化物が底層水
へ移動する。この堆積物における硫化物生成は、現場調査と数理モデルにより多く研究さ
れているが、計算値と現場での測定値との間に不一致が存在することが指摘されている
（入江ら, 2010）。2012 年 9月 23日～10月 1日に東京湾奥で規模の非常に大きな青潮が発
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生し、その発生期間は 8日間に達した。青潮の規模から，青潮発生の直前に海水中には大
量の硫化水素が存在し、これは底泥から溶出したものが、海況が穏やかであった 9月中旬
までの間に海水中に蓄積され続けたものと推定された（大畑ら, 2014)。③底面の細菌に
よる有機物分解に伴い底面直下に生成した硫化物が底層水へ移動する。この事例は、本研
究の底部境界モデル培養系により再現された。近年、海底部境界の硫化物の直接測定が可
能となり、夏期の東京湾奥では底質中の硫化物の存在と同時期に底面直上で硫化物が存在
することが観測された。東京湾奥の海底平坦域の底面直上の無酸素層の層厚は、底面直上
の硫化物層とほぼ同じ層厚であった（岡田ら, 2011）。この結果は、本研究のモデル底面
の直上に形成された白濁層内の溶存酸素と硫化物の濃度の分布と一致している。塩分を有
する底層水が存在する汽水湖沼では、成層構造が形成されると、底層の嫌気水中に硫黄粒
子を有する細菌が繁殖して白濁を形成し、硫黄が底層水塊へ蓄積されると推察されている
(Matsuyama, 1978)。クロアチアの汽水湖のロゴズニカ湖では、コロイド状単体硫黄によ
り表層がミルキー色となり、水棲生物に被害を生じている。この湖底層の硫化物の蓄積メ
カニズムは不明であったが、このコロイド状単体硫黄は生物起源の単体硫黄に由来してい
た（Bura-Nakić et al., 2009）。   
上記の検討から、青潮形成時の底層水の硫化物の蓄積と移動のメカニズムは以下のよう
に推察することが可能と考えられた。海底の底質表面へ堆積した有機物を細菌が利用する
ことにより、海底表層直上の海水と海底下の底質中の海水は溶存酸素を消失して嫌気環境
となる。その後、硫酸イオンの還元を伴う嫌気性従属栄養細菌の寄与により、底質表層
（底面下部）の間隙水中に硫化物が蓄積される。この底面下部に蓄積された硫化物は、底
面と底層表層のバイオフィルムを透過し、底面の直上へ移動する。これにより底面直上の
底層水では嫌気環境が拡がり、底面直上の底層水には硫化物とともに生物起源単体硫黄が
蓄積される。物理的流れにより、この硫化物と単体硫黄を含む嫌気底層水が、急激に酸素
を含む表層水塊と混合することにより、表層の溶存酸素は枯渇して硫化物は拡散する。海
水は硫黄により青色を呈して、青潮を生じる。   
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汽水性の部分循環湖沼や黒海などの成層化した水塊では、細胞内に硫黄粒子を有する光合
成細菌の濃密浮遊細菌叢が水塊の溶存酸素と硫化物の化学的勾配の近縁に存在する
(Canfield et al.2005)。汽水性湖沼の水月湖や貝池と黒海では、底質表面のバクテリアマ
ットの存在が報告されている（小栗ら, 2002)）。放射性硫黄同位体を用いた研究により、水
月湖の浮遊濃密細菌群叢の形成は底質表面の硫酸還元細菌の硫化物に由来することが明ら
かにされた (Matsuyama 1978）。また、貝池の底面微生物マットから分離した微生物の代謝
試験から、堆積物表面の硫黄代謝に重要な役割をする細菌は 16SrRNA の遺伝子塩基配列に
基づいて定義されたプロテオバクテリア門（Proteaobacteria）のデルタプロテオバクテリ
ア綱（Deltaproeobacteria）とイプシロンプロテオバクテリア綱（Epsilonproteobacteria）
であることが明らかにされた（Koizumi et al.2005）。本研究の白濁層の主要な細菌構成種
と推察された細胞内硫黄粒子を有する Arcobacter sp. はイプシロンプロテオバクテリア綱
に含まれる。 
本研究のモデル底面培養系では、ミックスバイオフィルムは単一種類の細菌を分離して
培養したのではなく、複数種類の細菌を同時に底質から分離して再構成した液体表面バイ
オフィルムを用いた。このため、異なる代謝系を持つ複数種類の微生物が共存してミック
スバイオフィルムを構成していた可能性がある。これらの異なる代謝系を有する微生物グ
ループが、モデル底面の直上水中の白濁層の形成に関与したと推察した。 
本研究の底部境界モデル系の培養試験から示されたモデル底面直上の白濁層形成のメカ
ニズムは、Matsuyama(1978)の指摘した光合成細菌の濃密浮遊細菌群叢の形成が底質表面
の硫酸還元細菌等に由来するメカニズムと同様である可能性もあるが、この点は今後の研
究が必要である。仮にこれが正しければ、沿岸または汽水湖沼の成層水塊の下層に観察さ
れる濃密浮遊細菌群叢は、底面のバイオフィルムバクテリアと直接的に関連するかも知れ
ない。 
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   図 3.1 水分を含む底質の底部境界層のモデル培養系（模式図） 
小型ガラス水槽 (底面積 18 cmx 31 cm,高さ 24 cm)  
透明円柱容器 (アクリル製; 内径 9.5 cm高さ 15cm) 
 
 
 
 
通気装置 
モデル底面 
海水 
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(a) モデル底面に形成された微小な気泡を有するバイオフィルム   
 
 
 
 
 
(ｂ) 噴気孔様の構造を有するバイオフィルム 
 
図 3.2 水分を含む底質のモデル底面に形成されたバイオフィルム 
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(a) 培養開始後の懸濁 6/30      (b) 上部水の濁り境界形成 7/1   
                
(c) 白濁層の形成開始 7/2      (d) 白濁層の形成 7/3 
                  
(e) 白濁層の消失前 7/4        (f) 白濁層の消失直前 7/5 
図 3.3 培養開始後のモデル底面直上の白濁層の形成から消失,2013.6.30～7.5 
濁り境界 
2013.7/2 2013.7/3 
2013.7/4 2013.7/5 
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(a)白濁層の粒状構造 (X100)  (b)白濁層の粒状構造 (X400) 
                        
            
(c) DAPI染色 
  
 
(ｄ) 粒子の大きさ 
図 3.4 白濁層の光学顕微鏡像 
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（a）開始後 1日     （b開始後 2 日    （c）開始後 2日の上部      （d）開始後 3 日 
(濁り境界形成)       (白濁層発現） 
  図 3.5  培養開始後のモデル底面直上の濁りと白濁層 
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レーン番号は SIID 番号の末尾番号 
  
                            M : DGGE Marker  
                                                      （ニッポンジーン,東京） 
                
F : メッシュ 2cm 直上, 
                                        U: メッシュ５cm 直上)  
               
1F ： 培養 1 日後        
2F ： 培養 2 日後         
                                         2U ： 培養 2 日後           
3F ： 培養 3 日後 
 
 
 
 
図 3.6  DGGE解析による白濁層の構成細菌の電気泳動図 
 (テクノ スルガ ラボ SIID14330,2014) 
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図 3.7 判別された DGGEバンド塩基配列解析と帰属分類解析 
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図 3.8  モデル底部境界域の測定 
（微速度昇降装置,4cm/分,を設置） 
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                                            溶存酸素濃度 mg/L 
         
               
 
                  
 
 
 
   
                                                              硫化物濃度 (mg-S/mL) 
硫化物濃度 mg-S/mL 
       図 3.9  白濁層形成時の硫化物と溶存酸素の垂直分布 
  
 
                
Fig. 4  White-turbid layer above the bottom of the modeled aquatic benthic boundary 
model 
with biofilm growth after 5 days culturing at 20℃ (a), and a microscopic image 
of  
bacteria in the white-turbid-layer (b). 
x400 
(a) 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
Fig. 5  Vertical distributions of sulfides (AVSs) and dissolved oxygen when the 
white-turbid layer presents in the experimental system after 5 days 
culture at 20°C.(: sulfide (AVS), ●: dissolved oxygen (DO), shaded 
area: white turbid layer) 
白濁層 
Sulfide concentration (S mg/mL) 
Dissolved oxygen concentration (mg/L) 
㎝
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（a） 栄養量 5mg/cm2 
  
 
（b） 栄養量 7.5mg/cm2 
 
 
  
 
 
（c） 栄養量 10mg/cm2 
 
 
 
 
 
（d） 栄養量 20mg/cm２ 
（注；白濁層は未形成） 
 
 
                     経過日数  日 
図 3.10 栄養量とモデル底面境界の硫化物と白濁層 
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（a） 培養水温 15℃ 
     
（ｂ） 培養水温 20℃  
      
（c） 培養水温 25℃ 
図 3.11  培養水温とモデル底面境界の硫化物と白濁層 
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（a） 培養水温 15℃ 
 
（b） 培養水温 20℃ 
 
（c） 培養水温 25℃ 
図 3.12 培養水温とモデル底面直上の酸化還元電位 ORPと白濁  
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４． モデル底部境界域の硫化物と溶存酸素 
 
４．１ モデル底面上部・下部の硫化物蓄積 
ａ）白濁層形成時のモデル底面上下の硫化物濃度 
目的と方法  
 白濁層形成時のモデル底面の上部および下部の硫化物蓄積について検討するため、第 3
章の底部境界モデル培養系の異なる栄養量および水温の影響についての試験（３．４ 
ｂ）で得られたモデル底面下部の硫化物濃度と、その時のモデル底面上部の硫化物の濃度
を、白濁層の濁度の増加と減少の期間に分けてプロットして検討した。 
結果  
 培養期間中に白濁層の濁度が増加する時は、モデル底面の下部の硫化物濃度が高いほ
ど、その上部の硫化物濃度も高かった。下部の硫化物濃度が 0.06 mg-S/mL以下の時に、
これらの硫化物濃度は直線的な相関 Y＝0.66 X （Y：上部の硫化物濃度、X：下部の硫化
物濃度、R2=0.967）の関係が類推された（図 4.1）。  
ｂ） モデル底面下部の硫化物蓄積 
目的および方法  
 モデル底面下部における硫化物の蓄積速度を底面下部の異なる深度で測定するため、以
下の実験を行った。モデル底面下部の異なる深度から採水できるようにするため、モデル
底面上部を長い円筒として水槽内に設置せず直接培養するタイプの底部境界モデル培養系
を作成した（以後、直接タイプの培養系と呼ぶ）。直接タイプの培養系では、モデル底面
の上部に高さ 200mm長い円筒を用いた。この円筒の最上部に、エアーストンを入れた多数
の小孔のある細管を設置し、これによりモデル底面の水の動きを抑制した。直接タイプの
培養系は、外側の支柱により転倒を防止した。底面を有する透明アクリル円柱管（外径
60mm、内径 54mm,高さ 300mm)の底から 10㎝上に、第 3章のモデル培養系と同じナイロン
メッシュを貼りつけモデル底面とした。モデル底面下部水を採水するため、アクリル円柱
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管のモデル底面の直下から 2本の微細シリコンチューブを差し入れ、その先端をモデル底
面下 1cmと 9㎝（円柱管底面上 1cm）の位置に固定した（図 4.26）。この円柱管の上端か
ら 1cm下まで、ろ過海水を入れた。 培養試験は第 3章の底部境界モデル培養系と同様
に、液体表面バイオフィルムの破砕物（PCV 0.2mL/cm2）、魚類初期用配合飼料
（8.7mg/cm2）、有孔虫石灰岩粉末（3mg/cm2）をアクリル円柱管の上から静かにモデル底面
表面へ置き拡げて培養を行った。水温は 18℃に保持して第 3章と同じ光環境で試験した。
モデル底面上部の溶存酸素と硫化物の採水と測定は、第 3章と同じ昇降装置を用いて、側
部にシリコンチューブを固定した DOセンサーを使用した。 モデル底面水上 2cm (水表面
下 18cm)、モデル底面上 8cm (水表面下 12 cm)、 モデル底面上 14cm(水表面下 6 cm)、水
表面下 2 cm、の 4点から採水・測定を行った。モデル底面下部の硫化物はモデル底面下方
1cmと 9㎝（円柱管底面上 1cm）に、それぞれに設けたシリコンチューブから採水して測
定した。 
結果と考察  
 培養開始後 3日目に、モデル底面上にバイオフィルムの形成が見られた。この時、底面
下部はやや濁ったが底面直上は透明であった。培養開始後 6日から 9日目にバイオフィル
ム表面に小型の気泡様の構造が出現して増加し、同時に底面下部の濁りは増加した。培養
開始後 12日目にはモデル底面の上部に白濁が観察された。モデル底面下 2cm と 9㎝の硫
化物の濃度はほぼ等しかった（図 4.3）。底面下部の硫化物濃度は、培養開始から培養開始
後３日目まで緩やかに増加したが、培養開始後 3日目から 9日目までは直線的に増加し
た。培養開始後 9日目から 12日目までの硫化物濃度は変わらなかった。この直接タイプ
の培養系の下部容器（高さ 9.8㎝、内径 5.6cm）の容積は 241.3㎝３であった。培養開始後
0、3、6、9、12日目の底面下部のみかけの硫化物蓄積量はは 0、0.528、2.64、5.347、
5.50 mg-S/cm3をと算出された。培養開始後 3日目から 9日目までの期間では、みかけの硫
化物量増加は Y＝0.83X-1.98 (R2=0.995、Y: 硫化物量、X:日数)の関係が得られた。傾き
は 0.8366であるからみかけ硫化物蓄積速度 0.83 mg-S/㎝３/日と算出された。実際にはモ
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デル底面上部へ輸送された硫化物があるため、真の硫化物生成速度（すなわち硫酸還元速
度）は、これよりもかなり大きくなる。本試験の期間中にはモデル底面の直上部は透明で
あり、底面上部に白濁層の形成は無かった。また、底面上部の溶存酸素濃度は 2〜6.5mg/L
で濃度勾配がみられた（図 4.4）。その後、モデル底面の上部水を通気の改良により静水状
態にところ、第 3章の底部境界モデル系と同じく、モデル底面上部に白濁層が形成した
（図 4.5）。 
 モデル底面下部の硫化物は、培養日数とともにシグモイド曲線に類似した濃度増加がみ
られた。ガラススライド上のバイオフィルム細菌の細胞密度は、増殖期においては直線的
に増加する（Anderson, 2016）。したがって、この硫化物濃度増加は、バイオフィルム細
菌の直線的な増を反映しているのかも知れない。沿岸底質の硫酸還元速度（硫化物生成）
は、砂浜の硫黄サイクル研究では 0.64〜2.56 mg-S/cm3/日が得られている（Jorgensen, 
1974）。沿岸の底質の海底面下 5－10㎝の硫酸還元速度として、1.6-16 S-mg/cm3/日が報告
されている（Skyring, 1987）。しかし、硫黄同位体法やスラリー法による沿岸底質の硫酸
還元速度（硫化物生成）は、底質の鉄による硫化物消費反応が早いために、測定された硫
酸還元速度の値は実際より小さいのではないかと推論されている（Kasten and 
Jørgensen, 2000）。塩泥地（salt mash）やバクテリアマット中の硫酸還元速度は沿岸域
の 10-100倍で、塩泥地 130 mg-S/cm３/日、バクテリアマット 450 mg-S/cm３/日であった
(Canfifld and Marais1, 993; Hiens et al., 1991)。嫌気環境のバイオリアクターの硫
酸還元速度は、沿岸底質の硫酸還元速度より 100－1000倍高い値である（Kühl and 
Jørgensen, 1992)。本研究で得たモデル底面直下の硫酸還元速度（硫化物生成）は、0.83 
mg-S/㎝３/日であり、これまで報告されている沿岸底質の硫酸還元速度と同程度であっ
た。 
４．２ モデル底面直上の酸素消費 
ａ） 酸素消費速度 
目的と方法  
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  底部境界モデル培養系の底面直上水を一時的に有酸素環境にして、その後の溶存酸素濃
度の低下を計測することで、酸素消費速度が算出できる。この算出を行うため、以下の実
験を行った。この酸素消費は、硫化物の酸化に伴う酸素消費を含んでいる。モデル底面の
上部 2 cmに DOセンサーを垂下固定した。４．１と同様な培養を行い、モデル底面下部の
硫化物が最高濃度に達した時に、底面上で 5分間強の通気を行った。底面直上の白濁層の
硫化物は消失して、底面直上の溶存酸素濃度は水槽上層の溶存酸素濃度とほぼ同じ値に達
した。その後、通気を止めて約 5 分間、30 秒毎にモデル底面の上部の溶存酸素を測定し
た。実験は、水温 20、25℃、初期溶存酸素量 3.6、4.2、5.5、7.0 mg/Lの条件をそれぞれ
設定して、酸素消費速度を測定した。モデル底面下部の硫化物濃度は、試験の前後に測定
した。 
結果と考察  
 通気の開始後、モデル底面の直上水中の白濁は上層へ流出し数秒で消失した。その約 5
分後に、モデル底面直上の溶存酸素は、水槽の上層と同じ濃度に達した。水温 25℃では、
初期溶存酸素濃度 7.0 mg/Lでは初期濃度 3.6mg/Lの時よりも溶存酸素濃度の初期減少は
大きかった。水温 20℃の初期濃度 4.2mg/Lと水温 25℃の初期濃度 3.6mg/Lでは、濃度減
少ほぼ同じであった。これから直上水の溶存酸素濃度減少は水温よりも初期溶存酸素の濃
度が大きく影響すると推察した。（図 4.6）。モデル底面直上の溶存酸素消費量から、[O2]
の反応速度論係数を次式から求めた。 
－ｄ[A]/dt=K[A] → １/[A] =１/[A] 0１＋K・T   
異なる初期溶存酸素量の 3回の試験では経過時間とともに１/[A]は同じ傾きを示し、[O2]
反応速度Ｋは 0.03 mg/L/min（=0.013 mM /min= 7.8mM/h）を得た（図 4.7）。実験期間前
後の底面下部の硫化物濃度は 0.14 mg-S/mL（＝4.3mM）であり変化は無かった。底面上で
H2Sが 100％酸素により酸化されるときは、4.3mMの H2Sは 8.6ｍMの O2を消費する。従っ
て、底面下部から底面上部へ供給される H2Sは、酸素消費に比較的大きな寄与をすると考
えられる。 瀬戸内海や東京湾の夏場の堆積物の酸素消費速度は 0.3〜0.9 g/L /m2・day
  
 
 74  
 
（0.38〜1.17mmol/L/m2・h）であり、今回のモデル底面直上の溶存酸素消費量の 5〜15％
であった（左山, 2014）。 
ｂ） 上層水の溶存酸素とモデル底面直上の酸化還元不連続層       
目的と方法  
 上層水の溶存酸素濃度に応じて底面上部の白濁層がどのように変化するかを調べるた
め、以下の実験を行った。上層水の溶存酸素濃度底部境界層のモデル培養系を用いて、第
3 章と同様な手法を用いて培養した。測定前 2日間と測定中 3日間の合計 5日間は毎日通
気量を調整し、上層水の溶存酸素を 3つの異なる濃度、すなわち 4.9、6.3、7.6 mg/Lで
一定に保った。第 3章と同じ微速度昇降装置を使用し、側面にシリコンチューブを連結し
た DOセンサーを、水槽表面からモデル底面上部の 2cm上まで垂下移動させ、2cm毎の位置
の硫化物と溶存酸素を測定した。モデル底面直上の還元層の厚さは、モデル底面から白濁
層上端までの高さを水槽の外側から計測して求めた。同時に酸化還元濃度を測定した。試
験期間中の水槽温度は 10〜11℃であった。 
結果と考察  
 上層水の溶存酸素濃度が 4.9、6.3、7.6 mg/ Lの時にはモデル底面から白濁層上端まで
の白濁層の高さは 7、6、5 cmであった。それぞれのモデル底面上部の酸化還元不連続層
は白濁層の上端と同じ高さの位置に形成された。上層水の溶存酸素濃度が高いほど、白濁
層の高さとモデル底面直上の酸化還元不連続層の高さは低くなり、モデル底面に近くに位
置した（図 4.8）。 
 東京湾では夏期に水塊は成層化して底部深層は無酸素の嫌気環境となる。このため海底
面より上部の水塊中に有酸素と無酸素の境界面が観測される。一方、冬期は表層と下層の
水塊が混合され、底部深層は有酸素の環境となる。これにより冬期の酸素の境界面は底面
より下部の底質中に形成され、酸素は海底面の最大 24㎜下方まで浸透する（左山 
2014）。沿岸底部の酸素境界面の変化は、底面からの硫化物による酸素消費が影響すると
報告されている（Rickard, 2012）。本研究では底面下に硫化物が蓄積された環境におい
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て、上層水が異なる溶存酸素濃度を有する時の底面上部の溶存酸素と酸化還元電位濃度の
垂直分布を測定した。その結果、上層の溶存酸素濃度が高い時には酸化還元境界面は水面
からは深い底面近くに位置した。また上層の溶存酸素濃度が低い時には、酸素境界面は水
面から浅い底面から遠くにに位置した。この実験から、酸化還元不連続層の位置は、底面
下の硫化物濃度よりも上層の溶存酸素濃度に強く依存して変化することを示した。これは
内湾または湖水で観察される底層水の酸化還元境界面の季節的な移動と一致する。 
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図 4.１ 白濁層形成時のモデル底面上下の硫化物濃度 
（栄養量 5〜10mg/cm2、培養水温 15〜25℃） 
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図 4.2 直接タイプ底部境界モデル培養系 
高さ 40㎝（上部 30㎝＋下部 10 ㎝）内径 9.5 cm 
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     図 4.3  モデル底面下部 1cmと 9㎝の硫化物濃度 
 
  
0
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0 3 6 9 12 15
硫
化
物
m
g-
S
/m
L
培養日数 日
〇 底面下１cm
△ 底面下9cm
  
 
 79  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.4 モデル底面上部の溶存酸素 
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図 4.5 底面上部の白濁層形成(直接タイプ底部境界モデル培養系)  
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図 4.6  モデル底面直上の溶存酸素消費率 
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図 4.7  モデル底面直上の溶存酸素消費率 
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(a) DO 4.9mg/L の白濁層      (b) DO 6.3mg/L の白濁層     (c) DO 7.6mg/L の白濁層 
 
 
 
 
 
            (a1)  DO 4.9mg/L時の DO 分布     (a2)  DO 4.9mg/L 時の ORP分布   
                                                                      
(ｂ1) DO 6.3mg/L時の DO分布    (ｂ2) DO 6.3mg/L時の ORP分布 
                                                                                                                                                                                               
(c1) DO 7.6mg/L時の DO分布    (c2) DO 7.6mg/L 時の ORP分布 
図 4.8  上層水の溶存酸素濃度と底面上部の溶存酸素と酸化還元電位の垂直分布 
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５． 総合考察  
５．１ 底部境界モデル培養系の形状 
当初の底部境界モデル培養系の容器は、アクリル円柱管(高さ 10㎝、内径 5.5㎝、0.24 
L 容)の中央の深さに木綿ガーゼを貼ってモデル底面とし、二重底のモデルを試作した。こ
の容器を小型ガラス水槽の底部に置いて、エアレーターの通気により水槽内の海水を好気
環境に保ち、開孔のある保護管により海水の流動を抑制して静水環境とした。 
このモデル培養系容器の使用開始後 50日頃にモデル底面の木綿ガーゼは腐食により開
孔した。、以後、モデル底面は細菌による分解作用を受けないナイロンメッシュを使用し
た。モデル培養系の水質測定等を容易に行うことが出来るように、底面から 5cm上にモデ
ル底面を設けたアクリル円柱管（高さ 15.5㎝、内径 9.5㎝、1L容）の容器を作成して改
良し、試験を行った。試験期間の途中から測定センサーの通過の可能なドーナツ型の薄い
透明アクリル板をアクリル円柱管の上端に置き、より海水の動きの無い環境を安定して得
た。30 L容ガラス水槽中の海水の酸素飽和量は 40〜70％を保つことができたが、この水
槽に 1 L容のアクリル円柱管容器を 2セット置いた時には十分な溶存酸素量を保てなかっ
た。      
モデル底面下部の異なる深さから採水するために、モデル底面上部の長い直接タイプ底
部境界モデル培養系を作成した。直接タイプ・モデル培養系は底のあるアクリル円柱管
（高さ 40㎝、内径 9.5㎝、2.5L容）を使用してモデル底面上部は 30cmの長さで、モデル
底面はアクリル底面から 10㎝上に張り二重底とした。初期試験ではモデル底面上部の微
動な海水の流れにより酸素が供給され,モデルは傾斜した酸素濃度分布が測定された。こ
のために保護管の孔の位置を変更しモデル底面上部水を静水環境を保った。その培養試験
ではモデル底面上に白濁層が形成された。さらに、大きな容量の底部境界モデル培養系の
可能性を試みた。円柱ガラス水槽（直系 24㎝、高さ 30㎝、肉厚１㎝、10L容）を用い
て、10L容の直接タイプ底部境界モデル培養系を作成した。水槽の底面に高さ 7㎝プラス
チック支柱を並べ置き、この上にモデル底面としてナイロンメッツシュを張ったプラスチ
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ック網目を置いた。10L容の直接タイプ底部境界モデル培養系でも、2.5L容モデル培養系
と同様に静水環境のモデル底面上に白濁層が形成した。   
底部境界モデル培養系のモデル底面下部の構造を検討した。底の無いアクリル円柱管の
中央部にナイロンメッシュのモデル底面を張り、この容器を水槽底面に置いたアクリル小
角材の上に載せてモデル底面上・下部を開放環境として培養試験した。培養開始後に底面
上下の水の濁りは観察されず、また硫化物は両者から検出されなかった。モデル底面のバ
イオフィルム成育は目視観察からは見られなかった。 
直接タイプ底部境界モデル培養系のモデル底面下部の長さは今後の課題である。底面下
部の長さが 10㎝の時は、モデル底面下部 2cmと 9cmでは硫化物の濃度変化は同じであっ
た。モデル底面下部をさらに長くした時に底面下部の硫化物がどのようなに分布するかは
不明である。 
５．２ セデイメントミックスバイオフィルムの栄養物 
細菌の実験的培養で用いられる栄養物は、病因性細菌類の研究過程において開発された
ものが主である。通常、細菌培養は固定培地の表面に細菌株を単離培養し、これを液体培
地に移植して大量培養が行われている。細菌の栄養物は完全に化学的性質の明らかな栄養
素組成の合成栄養培地と、化学組成の不明確な成分を含む複合栄養培地が使われている。
細菌培地の形状は、栄養物を液体に溶かした液体培地と、液体培地に寒天などを入れ固化
させた固体培地に分けられる（石田ら, 2006）。多くのバイオフィルムの培養の研究はバク
テリア培養と同様に液体栄養で試験されており、本研究に類似した顆粒状固体の栄養を底
面表面へ置き培養した例は調べた限り存在しない。ミックスバイオフィルムを構成する複
数種細菌の機能発現を解明し、ミックスバイオフィルムの共生系を解明するためには、異
なる細菌種相互の栄養利用配分が重要である（Elias and Banin,2012）。   
５．３ モデル底部境界域の硫化物と溶存酸素 
 本研究では、モデル底面下部の硫化物蓄積と底面上部の通気量の制御から、モデル底面
上部の水塊の溶存酸素量をコントロールできた。これによりモデル底面上部は硫化物の存
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在しない酸素のみ存在する状態（有酸素状態、oxic condition）と、酸素と硫化物の混在
する状態（不全酸化状態、dysoxic condition）と、酸素の無い硫化物のみの存在する状
態（無酸素状態、anoxia condition）の 3つの環境を再現した。 海水底質の表層では有
機物の代わりに水素を電子受容体として利用する硫酸還元菌により、海水由来の硫酸を還
元して硫化水素を生成する反応系が著しい（Canfield et al., 2005,）。Jørgensen 
(1974)は砂浜の硫黄サイクルでは、ほとんどの底面境界の硫化物の硫黄は有機物分解の由
来で無く、砂の中に浸漬した海水の硫酸イオンに由来することを明らかにしている。本研
究の底部境界モデル培養系による試験からも、これらと同様な結果が類推された。      
大阪湾北部の閉鎖海域の底泥の調査では、間隙水の硫化物イオン濃度は本研究と同じ検
知管方法で測定された。底泥中の硫化物イオン濃度は、底泥表層 0-5cmでは 25 mg-S/L 
(0.025 mg-S/mL) , 底泥表層 10-15cmでは 15 mg-S/L (0.015 mg-S/mL)を測定した（浅岡ら, 
2016）。本研究のモデル底面下部の硫化物濃度は 0.01〜0.045 mg-S/mLの間であり、本研
究のモデル底面下部の硫化物濃度は、これらの現場測定と類似していた。 
本研究ではモデル底面下部 2〜9㎝の海水の硫化物生成（すなわち硫酸還元）速度とし
て、0.83 mg-S/㎝３/日を得た。この値は沿岸域底質の硫酸還元速度に近い値であった。 
これらのことから本研究の底部境界モデル培養系は沿岸域底質のモデル系として適して
いると推察した。  
５．４ 海水を有する底質の底部境界の硫化物と微生物共生系の連携 
海水を有する底質の堆積物にバイオフィルムが存在する底部境界域では、硫化物と微生
物の挙動により複雑で多彩な微生物のコミニュテイがある。本研究では、底質からグルー
プとしてバイオフィルム細菌の分離と再構成を行ったために、モデル底面の直上水中にフ
ラボバクテリアの偏性嫌気性の炭素分解菌 Lutibacter sp.と偏性嫌気性の硫酸還元細菌
Clostridiales目と、細胞内硫黄粒子を有する微好気性の硫黄細菌 Acrobacter sp.の 3種
類の細菌が主に出現した。本研究で明らかになったモデル底面直上の微生物群叢を主に構
成する 3種類の細菌が、底質の微生物コミニュテイ内で、どの様に存在するか、また他の
  
 
 87  
 
細菌との関係を解明することは、底部境界域の細菌コミニュテイと生態系を理解するため
非常に重要と考えられる。 
最近の研究では、海洋の貧栄養な水塊では動植物プランクトンや有機物の集合体のマリ
ンスノー、TEPに付着しているバイオフィルムバクテリアが N、P、Cサイクルに大きく寄
与すると類推されている（Dang and Lovell,2016)。また、干潟等の泥や砂の表面では、
バイオフィルムの干潟生物への栄養としての役割のみならず、バイオフィルムが N、P、C
サイクルへ大きく寄与して CO2代謝に影響することが指摘されている（Poitou-Charentes 
et al.2014）。本研究では、これまで困難とされていたミッツクスバイオフィルムの底質
からの分離再構成が出来、海水底部境界の硫黄サイクルと細菌の屋内の培養試験による研
究の可能性を示した。本研究の培養手法と底部境界モデル培養系が様々な細菌の培養へ応
用され、複合微生物叢の機能解明等の多くの分野に利用されることを切望する。 
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